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Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteilt und wird dem Anmelder gem&G 
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Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 4 



Blatter. 



Daruber hinaus iiegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



2. 

3. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeidung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der intemationaien 
Anmeidung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeidung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeidung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeidung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtragiich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtragiich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokol! nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeidung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten fnformationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 



□ 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ | wurde der Wortlaut von der Beh6rde wie folgt festgesetzt 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

. wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

I | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

[ | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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IPK 7 C12Q1/68 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentiichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuitierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 
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1,2,4,5 
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JANG: "SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE 40S 






RIBOSOMAL PROTEIN S4 H0M0L0G mRNA PARTIAL 






CDS" 






XP002133546 






Zusammenf assung 




X 


DATABASE GENESEQ 'Online! 


1,2,4,5 




ID/AC: T36015, April 1997 (1997-04) 






ARUFFO ET AL. : "ANTISENSE PRIMER FOR 






SIGNAL PEPTIDE REGION OF HUMANISED 






ANTIBODY" 






XP002133547 






Zusammenfassung 






-/— 





LH 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehrrten 



El 



Siehe Anhang Patentfamilie 



"L 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geeignet ist f einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Ver6ffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaOnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"O" 
"P" 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeltegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inde rise her Tatigkett beruhend betr achtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erftnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derseiben Patentfamilie ist 
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ABKEN ET AL: SEQUENCE 15 FROM W09502701 






METHOD OF IDENTIFYING HUMAN AND ANIMAL 






CELLS CAPABLE OF UNLIMITED PROLIFERATION 






F"k | ] m m m t*\ | ■ ■«■■ p> r*\ mm m 1 1 " "F" >"V ft 1 f • 11 

OR TUMOUR FORMATION"" 
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Zusammenf assung 




X 


DATABASE GENESEQ 'Online! 
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GENE 
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Zusammenf assung 
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DATABASE EMBL 'Online! 
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EMMERT-BUCK: "Homo sapiens cDNA clone 






IMAGE: 1203441" 
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Zusammenf ass una 
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DATABASE GENESEQ 'Online! 






ID/AC: Q20004, Dezember 1991 (1991-12) 




MATTEUCCI: "TARGET DUPLEX FOR COVALENTLY 






CROSS-LINKING OLIGONUCLEOTIDES" 






XP002133551 






Zusammenf assung 
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r^t ft ft ft, B I K I *■ 1 | 1 jb ■ • f m M ■ ^— i ■ ■ * a VS. i & 1 ">bb _ a 

DOMANN ET AL. : "MOLECULAR CLONING , 


1,4,5 




BW ,^Bk | | BBBB Bk ■ B^ * 1 ^B. mm m f BB, BK -B*B. B«B> BL | BBB pBBl BW m** m\ ^B*BI *B> ^H. _ m fM Bf 

SEQUENCING AND IDENTIFICATION OF A 
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MONOCYTOGENES THAT IS SPECIES SPECIFIC AND 
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PHYSICALLY LINKED TO THE LISTERIOLYSIN 






GENE" 






•bb mm ■ bb* bi^ ^b^ —mmm rm* -w** bi b m b ■ b«v km bl b1 b| B 4 ^V*> 1 M 

INFECTION AND IMMUNITY, 






Bd. 59, Nr. 1, 1991, Seiten 65-72, 






XP002133545 






in der Anmeldung erwahnt 
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das ganze Dokument 


2,3, 6—12 
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r~« ^"V ^% F - ft I 1 ■**» ft 1 I I ■ F*k ft PV ^bi awu j«b, a b w bi ft r** r*«. ■ ««W fBB* ^b. t i m at | 1 

ROSSEN L ET AL: "A RAPID POLYMERASE CHAIN 


2,3,6-12 
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REACTION (PCR)-BASED ASSAY FOR THE 
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IDENTIFICATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES 
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INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD 






MICROBIOLOGY, NL, ELSEVIER SCIENCE 
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Bd. 14, 1. Januar 1991 (1991-01-01), 






Seiten 145-151, XP000198173 






ISSN: 0168-1605 






in der Anmeldung erwahnt 
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Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

BOETERS, Hans, D. 
ooeters ex Bauer 
Bereiteranger 15 
D-81541 Munchen 

ALLhMAtjNfc 


Date of mailing (day/month/year) 

30 March 2000 (30.03.00) 


Applicant's or agent's file reference 

10255-Biotecon 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EP99/06453 


International filing date (day/month/year) 

02 September 1 999 (02.09.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
| X | the applicant | | the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

BIOTECON GESELLSCHAFT FUR 

BIOTECHNOLOGISCHE ENTWICKLUNG UND 

CONSULTING MBH 

Tegeler Weg 33 
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State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 
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Teleprinter No. 
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Name and Address 

BIOTECON DIAGNOSTICS GMBH 
Tegeler Weg 33 
D-T0589 Berlin 
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State of Nationality 


State of Residence 

DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 
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~x 
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the receiving Office 

the International Searching Authority 

the International Preliminary Examining Authority 
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the designated Offices concerned 
the elected Offices concerned 
other: 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Jocelyne Rey-Millet 
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Office 

Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

12 May 2000 (12.05.00) 




International application No. 
PCT/EP99/06453 


Applicant's or agent's file reference 

10255-Biotecon 


International filing date (day/month/year) 

02 September 1999 (02.09.99) 


Priority date (day/month/year) 

02 September 1998 (02.09.98) 


Applicant 

SCHEU, Pia et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

30 March 2000 (30.03.00) 
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fhd ttiidthfp ArnnN See Notifica tion of Transmittal of Internationa] 
^UKfUKmLKALiiui^ Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application Mo. 

PCT/EP99/06453 


International filing date (day/month/year) 

02 September 1999 (02.09.99) 


Priority date (day/month/year) 

02 September 1998 (02.09.98) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q 1/68 



Applicant 

BIOTECON DIAGNOSTICS GMBH 



1, This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet, 


1 


This report is also accompanied by ANNEXES, i.e M sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT), 




These annexes consist of a total of sheets. 


3. This report contains indications relating to the following items: 


I 


N 


Basis of the report 


II 




Priority 


III 


U 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


IV 


1 1 


Lack of unity of invention 


V 


N 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


n 


Certain documents cited 


VII 


N 


Certain defects in the international application 


VIII 


X 


Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

30 March 2000 (30.03.00) 


Date of completion of this report 

1 8 December 2000 ( 1 8. 1 2.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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International application No. 

PCT/EP99/06453 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.). 



I | the international application as originally filed. 




the description, pages 

pages 
pages 
pages 



1-17 



tne claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
1 1 the description, pages 
1 I the claims, Nos. 



I — I 

I | the drawings. sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19. 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 



, filed with the letter of 

, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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rnational application No. 



PCT/EP 99/06453 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Citations and explanations 



Claims 



Claims 



Claims 



Claims 



Claims 



Claims 



3, 6, 7, 9-12 



1 , 2 , 4 , 5 , 8 



1-12 



1-12 



1) 



The following documents are referred to: 



YES 



NO 



YES 



NO 



YES 



NO 



Dl: DATABASE EMBL [Online] ID: SPU97390, July 1997 

(1997-07) ; 

D2: DATABASE GENESEQ [Online] ID/AC: T36015, April 

1997 (1997-04) ; 
D3: DATABASE EMBL [Online] ID/AC: A42883, March 1997 

(1997-03) ; 

D4: DATABASE GENESEQ [Online] ID/AC: T47423, 

September 1997 (1997-09); 
D5: DATABASE EMBL [Online] ID/AC: AA657 4 60, November 

1997 (1997-11) ; 
D6: DATABASE GENESEQ [Online] ID/AC: Q20004, 

December 1991 (1991-12); 

INFECTION AND IMMUNITY, Vol. 59, N° 1, 1991, 
pages 65-72, cited in the application; 
INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD MICROBIOLOGY, NL, 
ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, Vol. 14, 
1 January 1991 (1991-01-01), pages 145-151, 
cited in the application. 



D7 : 



D8 : 



2) The present application does not satisfy the 

requirements of PCT Article 33(2), because the 
subject matter of Claims 1, 2, 4, 5 and 8 is not 
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tional application No. 



PCT/EP 99/06453 



novel in relation to the prior art (PCT Rules 64.1 - 
64.3) cited in the search report. 



a) D1-D7 (D1-D6: see abstracts; D7 : see Figure 1) 

disclose nucleic acid molecules of various lengths 
(24 bases to 3767 bases) which deprive the subject 
matter of the above-mentioned claims of novelty. 
Since the applicants themselves appear to have 
attained different results from their sequence 
comparisons, the following is provided as an example: 

D6 (sequence positions 37-51 ATTTCTTTTTCTTTC ) . 
deprives sequences f and g in Claims 1 and 2 of 
novelty; for 15 successive nucleotides, the sequence 
defined in D6 is identical to certain claimed 
sequences and has a conventional length according to 
the definition given in Claim 2 for primers (10-250 
nucleotides) . The length of the oligonucleotides 
disclosed in Claim 1 is not limited. 



b) The kit described in Claim 8 has no features going 

beyond the above-mentioned nucleic acid molecules. In 
view of the broad wording of Claims 1-7, it is clear 
that the sequences defined in D1-D7 must likewise be 
suitable for analytical detection methods. 



3) The present application does not satisfy the 

requirements of PCT Article 33(3), because the 
subject matter of Claims 1, 8 and 9, and likewise 
that of dependent Claims 2-7 and 10-12, does not 
involve an inventive step (PCT Rules 65.1 and 65.2). 



a) The closest prior art to Claim 9 (see also the 

present description, page 3, final paragraph, to page 
4, second paragraph) appears in D7 (page 65, left- 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1 994) 
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hand column, final paragraph) and D8 ("Discussion"). 
These documents indicate that sequences coding for a 
metalloprotease (mpl) and situated downstream of the 
listeriolysin gene are unique to the pathogenic 
species L. monocytogenes. 

The detection of pathogenic micro-organisms by means 
of characteristic nucleic acid sequences is a 
conventional approach in this technical field (see 
for example D8, Joe, cit.). 



Thus, a person skilled in the art and familiar with 
D7 and D8 would have sufficient reasons and guidance 
for selecting, from the proposed range of the mpl 
gene, nucleic acid molecules suitable for the 
detection of listeria monocytogenes. The criteria and 
test procedures involved would appear to be routine 
measures for a person skilled in the art. Thus, a 
person skilled in the art would arrive at the claimed 
subject matter with a strong expectation of success. 



The nucleic acid molecules of Claims 1-8 appear to be 
simply the result of an arbitrary choice from 
numerous possibilities within the mpl gene. There is 
no experimental data to make it credible that the 
specific claimed sequences solve a technical problem 
in an unexpected manner. It is neither apparent nor 
foreseeable that other possible primers belonging to 
the mpl gene would not provide highly specific 
detection . 



b) For similar reasons, the sequences in Claims 1, 2 and 
8 to which the objection regarding novelty does not 
apply fail to satisfy the requirement of an inventive 
step . 
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c) 



The additional features mentioned in dependent Claims 



6, 7 and 10-12 merely represent conventional measures 
in the technical field in question . 



the subject matter of the claims, the applicants (see 
letter of 4 August 2000, page 5) argue that if no 
specific indication were provided as to which regions 
of the mpl gene are suitable as specific primers or 
as samples, a person skilled in the art would have to 
systematically test a large number of sequences . This 
the applicants consider to be a virtually hopeless 
undertaking • The applicants also concede that the 
possibility that other oligonucleotide sequences 
suitable as primers or samples exist within the mpl 
gene can not be excluded • The applicants consider 
that the discovery of such sequences could constitute 
an entirely independent invention. 

In the light of that reasoning, it is likely that an 
objection of lack of unity of invention (PCT Article 
13 ) would have to be raised, on several grounds , in 
subsequent national or regional proceedings* 

In that case, given the objections raised above 
regarding novelty and inventive step, the various 
claimed sequences could probably not be considered as 
representing the same or equivalent special technical 
features. The claimed kits and uses would represent 
further groups of inventions (see PCT Examination 
Guidelines, Chapter III-4.7). 

4) Contrary to the view expressed by the applicants in 
their written response, the discovery of 



d) 



In their attempt to establish an inventive step for 
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oligonucleotides with a length of 17 to 35 
nucleotides is not covered the present claims. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5,1 (a) (ii) , 
neither D1-D6 nor the relevant prior art disclosed in 
those documents has been mentioned in the description 
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VUL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



normal for samples or primers" (Claim 2) , "whereby 
the nucleic acid molecule [...] is modified [...] in 
a manner that is known per se" (Claim 5) , "similar 
building blocks known per se" (Claim 6) , or "similar 
in structure to a nucleic acid" (Claim 7), are not 
apt to establish a distinction from the prior art, 
and they render the scope of the claims in question 
unclear (PCT Article 6) . 



preceded by the words "preferably", "optionally" or 
"in particular", create a lack of clarity with 
regard to the scope of the subject matter to be 
protected (PCT Article 6; see also PCT Examination 
Guidelines, Chapter III-4.6). 



1) 



Indefinite features, such as "a length that is 



2) 



The optional features in Claims 2 and 5-8, which are 
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WO 00/14276 
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Oligontikleotid* , Verfahren und Kit xiar De-bokt^Lon von Listeria 
manocytogeneB durah NnklttindMurAMxplxf ikation und/od^r -hybri- 

dlsiarting 

Erf indungsgem&ft werden Gligonukleotide, Verfahren und Kit zur 
Detektion von Listeria monocytogenes durch Nukleinsaureamplif i- 
kation und/oder -hybridisierung foereitgcstellt - 

Die Gattung Listeria besteht aus den sechs Spezies L* monocyto- 
genes, L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L* seligeri und L, 
welshimezi* Unter diesen sind nur Stamme der Spezies L, mono- 
cytogenes pathogen £\ir den Menschen, insbesondere fur Itnmunge- 
schwSchte, Altera und Neugeborene, Die h&ufigsten Symptome der 
Listeriose sind Septik&mie, Meningitis und Fehlgeburten. Infek- 
tionen dutch L* monocytogenes werden vor allem durch die Auf- 
nahme kontaminierter Lebensmittel verursacht, insbesondere von 
Milchprodukten, Fleisch, Geflttgel und Gemtise* 

Eine Vielzahl von Verfahren zur Detektion von L, monocytogenes 
sind bekannt. Konventionelle Detektionsverf ahren ftir L. mono- 
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cytogenes bestehen aus einer Voranreicherung unci nachf olgender 
Isolation von Kolonien auf Selektivmedien (Lovett et al., J- 
Food Protection 50 (1987), 188-192; McClain & Lee, J. Assoc* 

Off. Anal* Chenu 71 (1986), 660-664). Einzelkolonien werden 
nach ihrer Morphologie bzw« nach biochemischen oder serologi- 
schen Eigenschaf ten untersucht. Die Durchfuhrung einer Analyse 
kann bis zu 6 - 8 Tage^ in Anspruch nehmen. 

Da vor allem leicht verderbliche Nahrungamittel haufig mit I. 
monocytogenes kontaminiert sind, wurden verschiedene Schnell- 
verfahren zur Detektion von Z„ monocytogenes entwickelt. Diese 
Verfahren basieren entweder auf immunologischen Methoden oder 
der Anwendung von NukleinsSLuresonden * 

Dabei kann die Detektion durch direkte Hybridisierung von Son- 
den an keimspezif ische DNA bzw. RNA erfolgen (siehe z.B. Datta, 
A. R. et al., Appl. Environ. Microbiol* 53 (1987), 2256-2259). 
Der Nachteil bei solchen Verfahren ist die geringe Sensitivi- 
t&t, da mindestens 10 5 -10 6 Kopien der 2.ielnukleins&ure erfor- 
derlich sind. Dies kann durch Kombination mit einer 
Vervielf altigung der Zielsequenz, z.B. durch die Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) , ausgeglichen werden* Mehrere PCR- 
Verfahren zum Nachweis von L. monocytogenes sind in der 
Literatur beschrieben [zur Obersicht siehe z.b. Jones , d.d* & 
Bej, A.K* in U PCR Technology, Current Innovations^, Griffin, 
H.G. & Griffin, A.M., Hrsg . , (1994), 341-365], Siehe auch die 
US Patente 4,683/195; 4,683,202 und 4,965/188, Ferner kttnnen 
die Ligase-Kettenreaktion [WO Verof f entlichung 89/09835), die 
,/Self-sustained sequence replication vx [EP 329,822], das 
^transcription based amplification system" (EP 310-22 9] und das 
Qfi RNA~Replika$e~System (US Patent 4, 957,858] zur Amplif ikation 
von Nukleins&uren eingesetzt werden. 
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Es sind auch bereits einige Testkits zur Detektion roittels An- 
tikorpern kommerziell erh&ltlich* Die meisten dieser Tests zei- 
gen jedoch nur etne gerlnge Sensitivitat und Spezifitat. 

Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels Nuklein- 
saure-Hybridisierung oder -Amplif ikation werden tiblicherweise 
keimspezif ische Oligonukleotide verwendet, deren Basensequenz 
fur die DNA Oder RNA eines spezif ischen Mikroorganismus oder 
einer Gruppe von Mikroorganismen charakteristisch 1st. Eine 
Hybridisierung an die DNA/RNA bzw. eine Amplif ikation von 
DNA/RNA bei Einsatz dieser keimspesif ischen Oligonukleotide 
(z.B. als Primer oder Sonden) mit den oben genannten Verfahren 
kann, unter geeigneten Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, 
wenn die DNA/RNA der jeweils nachzuweisenden Mikroorganismen 
anwesend ist* 

Die f&r L* monocytogenes beschriebenen Nachweisverf ahren basie- 
ren uberwiegend auf solchen Zielgenen, die eine Rolle in der 
Pathogenit&t von monocytogenes spielen. Es 1st bekannt, daft 
einige dieser Gene in einem Virulenz-Gencluster benachbart auf 
dem Chromoso:-n angeordnet sind. Da das Listeriolysin-Gen (hlyA) 
zuerst als eindeutig notvrendig fur die Pathogenitat von L* mo- 
nocytogenes erkannt wurde (Cossart, P. et al., Infect. Inunun. 
57 (1989)/ 3629-3636), basieren die meisten genotypischen Nach- 
weis verfahren auf diesern Gen* Das hlyA-Gen kommt jedoch mit ho- 
her Homologie auch bei apat K ogenen Listerien vor (i.e. bei L. 
seBlig-eri und L. Ivanovii) , Das Auftreten von f alsch-positiven 
Ergebnissen ist bei diesen Nachweisverf ahren nicht mit voll- 
st&ndiger Sicherheit auszuschlie&en, da einzelne Punktmutatio- 
nen im Bereich der Bindungastellen von Primern oder Sonden 
hierzu bereits ausreichen kdnnen, 

FUr das dem hlyA-Gen im Genom direkt benachbarte Metallopro- 
tease-Gen (ittpl)^ konnte gezeigt werden, dak es nur bei L. mono- 
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cytogenes vorkoimnt, also nicht bei apathogenen Lister ien (Do- 
mann, E. et al . , Infect. Immun. 59 (1991), 65-72) * 

Die prinzipielle Eignung der das hlyA-Gen f lankierenden DNA-Re- 
gion zum Nachweis von X. monocytogenes mittels Hybridisierung 
oder Amplif ikation ist beschrieben (Rossen, L, et al . , Int, J. 
Food Microbiol, 14 ' (1991) , 145-152), jedoch sind bisher fur 
solche Nachweisverfahren keine Oligonukleotidsequenzen publi- 
ziert worden* 

Die Sequenz des rnpl-Gens L. monocytogenes ist in der EMBL 

Datenbank unter der Accession Nummer X54 619 beschrieben [Do- 
mann, E. et al.. Infect. Immun. 59 (1991), 65-72] . Desweiteren 
sind Teile der Sequenz des mpl-Gens von L. monocytogenes in der 
EMBL Datenbank unter der Accession Nummer X60035 aufgeftthrt 
[Rasmussen, O, F„ et al*, Infect. Immun, 59 (1991) , 3945-3951], 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es nun, ein routine-ge- 
eignetes Nachweisverfahren zu entwickeln, bei dera auch unter 
stark schwankenden Versuchsbedingungen beim jewelligen Anwender 
die Wahrscheinlichkeit far das Auftreten f alsch-positiver Er- 
gebnisse raoglichst gering ist. 

Insbesondere sollen Oligonukleotidsequenzen bereitgestellt wer- 
den, die in einem Nachweisverfahren fiir da© Metallproteaae-Gen 
(mpl) von L, monocytogenes eingesetzt werden kdnnen. 

Diese Aufgaben werden durch die Bereitstellung von Nuklein- 
s&uremolekttlen der Sequenzen 

B^-GAA AAA GCA TTT GAA GCC AT-3 x oder 
5*-GCA ACT TCC GGC TCA GC-3 * oder 
5 % -TCG AAA AAG CAT TTG AAG CC~3 % oder 
B X -GGT CAG AGT GAA GCT CAT GT-3 * oder 
5^-CTI TTC ACA TGA GCT TCA CTC TGA CCR A- 3 1 Oder 



(i) 
(ii) 
(iii) 
(iv) 
(v) 
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(vi) 



5*-CTT TTT CTT TCA CTG GGT TTC CGA CAT-3 * oder 



(vii) 5*~GAT GAT TTC TTT TTC TTT CAC TGG ATT TCC AAT AT-3 * 
Oder 

(viii) der zu (i>, (ii), (iii), (iv) , (v) , (vi) and (vii) 
jeweils komplement&ren Sequenz ,>w£>r"* 



Die erf indungsgemaflen Oligonukleotide kdnnen wie folgt defi- 
niert sein; 

Oligonukleotid LM1: (Sequenz (i) ™ SEQ ID NO 1 entspricht der 
Position 2476 bis 2495 von L, monocytogenes [nach Domann, E. 
et al. Infect. Immun, 59 (1991), 65-72]. 

Oligonukleotid LM 2; (Sequenz (ii) = SEQ ID NO 2) entspricht 
der Position 2608 bis 2624 von L. monocytogenes. 
Oligonukleotid LM 3: (Sequenz (iii) « SEQ ID NO 3) entspricht- 
der Position 2474 bis 2493 von L. monocytogenes. 
Oligonukleotid LM 4 (Sequenz (iv) - SEQ ID NO 4) entspricht der 
Position 24 97 bis 2516 von L. monocytogenes. 

Oligonukleotid LMR 1: (Sequenz (v) = SEQ ID NO 5) entspricht 
der Position 2495 bis 2522 von L. monocytogenes. 
Oligonukleotid LMF 1; {Sequenz (vi) - SEQ ID NO 6) entspricht 
der Position 2525 bis 2551 von L. monocytogenes. 
Oligonukleotid LMF 2 (Sequenz (vii) * SEQ ID NO 7) entspricht 
der Position 2525 bis 2559 von L+ monocytogenes. 

Zur Untersuchun^, inwieweit Sequenzvariationen des mpl-Gens in- 
nerhalb der Spezies L. monocytogenes auftreten, wurde ein in» 
ternes Fragment von 300 Basenpaaren von 13 L. monocytogenes 
St&mmen verschiedener Serovare (2 St&mme der Serovare l/2a, 1 
Stamm des Serovare l/2b, 1 Stamm des Serovars l/2c, 1 Stamm des 
Serovars 3a , 1 Stamm des Serovars 3b/ 1 Stamm des Serovars 3c, 
1 Stamm des Serovars 4a, 1 Stamm des Serovars 4a/b f 1 Stamm des 
Serovars 4b, 1 Stamm des Serovars 4c, 1 Stamm des Serovars 4d 
und 1 Stamm des Serovars 7) sequenziert* Anhand der Sequenzver- 
gleiche wurde tsberraschenderweise gefunden, daB die 
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Oligonukleotide LM1, LM 2, LM3, LM 4, LMF 1, LMF 2, LMR 1 sowie 
da2u komplementlire Sequenzen in Nachweisverf ahren fttr I». 
monocytogenes zu hoch-spezif ischen Nachweisen ftthren* Dabei 
werden die Oligonukleotide LM i , LMR1 f LMF1 und LMF2 bzw. die 
dazu komplementaren Sequenzen vorzugsweise als Sonden 
verwendet . 

ErfindungsgemSfl werden insbesondere NukleinsAuremplekttle 
bereitgestellt, die dadurch gekennzeichnet sind, daft sie 
bezttglich mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden ihrer 
Nukleotidkette 

(a) mit 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
vorstehenden Nukleins&uremolektile (i) bis (viii) iden- 
tisch sind oder 

(b) mit 9 von 10 aufeinanderf olgenden Nukleotiden der 
vorstehenden Nukleins&uremolekule (i) bis (viii) 
tibereinstimmen oder 

(c) mit 8 von 10 aufeinanderf olgenden Nukleotiden der 
vorstehenden Nukleins&uremolekUle (i) bis (viii) 
tibereinstimmen oder 

(d) zu mindestens 90 % mit elnem Nukleinsauremolekttl gemaft 
Anspruch 1 homo log sind. 



Die erfindungsgemafeen Oligonucleotide konnen eine fur Sonden oder Primer 
ubliche Lange aufweisen, insbesondere fur eine PCR-Reaktion, sie konnen 
ferner eine durch Amplifikation, insbesondere durch eine PCR-Reaktion, 
herstellbare Lange aufweisen, und vorzugsweise konnen sie 10 bis 250 Basen 
und insbesondere 15 bis 30 Basen lang sein. 

Sie konnen einzelstrangig oder doppelstr&ngig vorliegen* 

Geeignet als erf indungsgema&e keimspezif ische Oligonukleotide 
zum Nachweis von L. monocytogenes sind also Nukleins&uren, vor 
zugsweise 10 bis 250 Basen und insbesondere 15 bis 30 Basen 
lang, die mindestens in einer 10 Basen langen Sequenz mit den 
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angegebenen Sequenzen LM 1, LM 2, LM 3, LM 4, LMF 1, LMF 2 und 
LMR 1 oder den hierzu komplementMren Sequenzen libareinstimmen. 
Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) in dieser 10 Basen 
langen Sequenz sind mttglich, ohne daft die jeweils angegebene 
Spezifitat bei der Amplif ikation und/oder Hybridisierung 
verloren geht . Dem Fachmann ist bekannt, dafi irn Falle solcher 
geringeren Abweichungen die Reaktionsbedingungen entsprechend 
ver&ndert werden miissen; vgl. beispielsweise T. Maniatis, 
Molecular Cloning/ Herausgeber G* Sambrook & E.F. Fritsch, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press , 1989. 

Zum Nachweis von L» monocytogenes werden Nukleins&uren, 
vorzugsweise genomische DNA, zun&chst aus den in einer zu 
untersuchenden Probe bzw. Bakterienkultur enthaltenen Zellen 
freigesetzt. Mittels NukleinsSure-Hybridisierung kann dann, uhd 
zwar unter Einsatz der er£indungsgem&&en keimspezif ischen 
Oligonukleotide als Sonde, der direkte Nachweis von keim- 
spezifischen Nukleinsauresequenzen in der zu untersuchenden 
Probe erfolgen. Geeignet hierzu sind verschiedene. dem Fachmann 
bekannte Verfahren, wie z*B, ."Southern blot" oder "dot blot". 

Bevorzugt ist jedoch, vor allem wegen der h^heren Empfindlich- 
keit, ein indirektes Nachweisverf ahren, bei dem die gesuchten 
und wie vorstehend beschriebenen f reigesetzten DNA/RNA- 
Sequenzen sunachst mittels der o.g. Verfahren zur Amplif ikation 
von Nukleinsauren, vorzugsweise PGR, amplif iziert werden. 

Die Amplif ikation von DNA/RNA unter Verwendung der genannten 
Verfahren erfolgt unter Einsatz der erf indungsgem&fcen 
Nukleins&uremolekttle als Primer* Dabei werden nur in dem Fall 
spezifische Amplifikate gebildet, in dem DNA/RNA von L* 
monocytogenes anwesend ist* Durch eine Detektionsreaktion 

(nachgeschaltet bzw, wShrend der Amplif ikations-Reaktion) unter 
Verwendung der erf indungsgem&iien Nukleins&uremolektile als 

Sonden kann die Spezifit&t des Nachweisverf ahrens erhttht 
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werden. Ftir diese Detektionsreaktion ist ebenso die Verwendung 
von nicht vollst&ndig keimspezif ischen Oligonukleotiden 
mdglich . 

Alternativ kann die Nukleins&ure-Amplif ikation auch in Anwesen- 
heit eines oder mehrerer nicht vollstandig spezifischer 
Oligonukleotide durchgef (ihrt werden, so daft mSglicherweise auch 
DNA/RNA anderer/ nicht-nachzuweisender Mikroorganismen 
amplifiziert werden kann. Ein derartiges Amplif ikations- 
verfahren ist in der Regel weniger spezifisch und sollte daher 
durch eine Detektionsreaktion (nachgeschaltet oder wahrend der 
Amplif ikations-Reaktion) mit einem oder mehreren der 
erf indungsgemS&en Nukleins&uremolekttl (e) als sonde (n) 
abgesichert werden - 

Erfindungsgemaft kdnnen verschiedene Verfahren eingesetzt 
werden, urn die bei den indirekten Verfahren entstehenden 
Amplif ikationsprodukte nachzuweisen . Dazu gehOren u,a* an sich 
bekannte Verfahren wie die Visualisierung mittels 
Gelelektrophorese, die Hybridisierung von Sonden an 
immobilisierte Reaktionsprodukte [gekoppelt an Nylon- -cier 
Nitrocellulose-Filter (^Southern blots") oder z*B. an "beads* 
oder Mikrotiterplatten] und die Hybridisierung der Re- 
aktionsprodukte an immobilisierte Sonden (z.B. "reverse dot 
blots" oder mit Sonden gekoppelte ^beads" oder Mikrotiterplat- 
ten) > Zudem kdnnen Verfahren eingesetzt werden, bei den; ein 
oder mehrere erf indungsgem&fte Nukleins&uremolektlle als Sonden 
im Verlauf der PCR-Reaktion (^online") spezifisch entstehende 
Amplif ikationsprodukte qualitativ und quantitativ nachweisen 
kdnnen * 

Erf indungsgemSft ] kdnnen ttine viftLaah-l -- v^ s-g<9h4ed wor "* an o i oh- 
bokanntcr Variantqn p-? ^g^ft/v*- . ** - ***vi*4^n r mit denen die 
erf indungsgemaften Oligonukleotide (z-B. Sonden und Primer) fiir 
die beschriebenen direkten oder indirekten Nachweisverf ahren 
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markiert bzw, modif iziert werden kOnnen, So kttnnen diese 
beispielsweise radioaktive, farbige, f luoreszierende Oder an- 
derweitig modif izierte bzw. modif izierende Gruppen enthalten, 
beispielsweise Antikorper, Antigene, Enzyme bzw, andere Sub™ 
stanzen mat Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen. Sonden 
bzw* Primer k6nnen entweder natilrlich vorkommende oder synthe- 
tisch hergestellte doppelstrangige oder einzelstr&ngige DNA 
oder RNA bzw. modif izierte Formen von DNA oder RNA, wie z.B. 
PNA sein (bei diesen MolekOlen sind die Zucker*-Einheiten durch 
Minos^uren oder Peptide ausgetauscht ) . Einzelne oder mehrere 
Nukleotide der erf indungsgemaften Sonden oder Primer k6nnen 
gegen analoge Bausteine (wie z.B, Nukleotide, die in der Ziel- 
Nukleins&ure nicht nattirlich vorkommen) ersetzt sein. 
Insbesondere konnen bis 2U 20 % von mindestens 10 
auf einanderfolgenden Nukleotiden einer Nukleotidkette, 
insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur Sonden und/oder 
Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt werden. 

Bei den o.g. indirekten Nachweisverf ahren kann Detektion auch 
ttber ein intern-markiertes Amplifikat gefUhrt werden. Dies kann 
z.B. xiber den Finbau von modif izierten (z.B. an Digoxigenin 
oder an Fluorescein gekoppelten) Nukleosidtriphosphaten w&hrend 
der Amplif ikationsreaktion erfolgen* 

Weiter wird erf indungsgem&fc ein Kit fiir analytische 
Nachweisverfahren, insbesondere zum Nachweis von Bakterien der 
Spezies Listeria monocytogenes, bereitgestellt , der ein oder 
mehrere erf indungsgemafce Nukleinsauremolekuie enth&lt, 

Die erfindungsgemSJien Nukleinsauremolekuie bzw. die 
entsprechenden Kits kSnnen in einem Verfahren zum Nachweis der 
An- 0< ier Abwesenheit von Bakterien der Spezies L. monocytogenes 
in einer Probe verwendet werden, wobei es sich bei dem 
Verfahren vorzugsweise urn eine Nukleins^urehybridisierung 
und/oder eine NukleinsSureamplif ikation, wie eine PCR, handelt. 
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Dabei k&nnen nach2uweisende Bakterien von nicht-nachzuweisenden 
Bakterien anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder 
RNA an raindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines der 
erf indungsgemafien Nukleins&uremolektile unterschieden werden. 



B«ispi«l 1; Nachweis von Bakterien der Spezies £• monocytogenes 
mit der Polymerase-Kettenreaktion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 auf gef tihrten Bakterien _wurde 
DNA mittels Standardverfahren isoliert, Je ca* 10 bis 100 ng 
dieser DNA-Pr&parationen wurde dann in Gegenwart von je 0,4 pM 
Oligonukleotid LM 1 und LM 2, Oder LM 3 und LM 2, 200 pM dNTP' s 
(Boehringer Mannheim), 2,5 mM MgCl2, 16 mM {NH 4 )2Sp4, 67 tm 
Tris/HCl (pH 8,8), 0,01% Tween 20 und 0,03 U/ul Taq DNA Polyme- 
rase (Biomaster) in die PGR eingesetzt. Die PGR wurde in einem 
Perkin Elmer 9600 Thermocycler mit dern nachfolgend aufgefiihrten 
Thermoprofil durchgef Uhrt ; 

Initiale Denaturierung 95 C C 5 min 

35 Zyklen 94 °C 30 sec 

57 °C 30 sec 

72 °C 30 sec 

Finale Synthese 72 *C 5 min 

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Amplif ikationspro- 
dukte mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch 
Anf&rbung mit Ethidiumbromid visualisiert . Die erwarteten Pro- 
dukte von 149 bp bzw. 151 bp L&nge wurden nur in den Fallen be- 
obachtet, in denen DNA von Stammen der Spezies L.- monocytogenes 
anwesend war. Die in den Gelen aufgetrennte DNA wurde mittels 
Standard-Methoden auf Nylon Filter transferiert und zur Ober- 
prufung der Spezifitat mit dem am 5*-Ende Digoxigenin-markier- 
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ten Oligonukleotid LM 4 (Sequenz 4) hybridisiert * . Die Hybrid!- 
sierung erfolgte in 5 x SSC f 7 I Blocking Reagenz, .0,1 % Lau- 
roylsarcosin, 0,02 % SDS und 5 pmol/ial Sonde far 4 h bei 60 °C. 
Gewaschen wurde in 2 x ssc, 0,1 % SDS far 2 x 10 min bei 60 °C, 
Die Detektion erfolgte nach Standardise thoden mittels Alkali- 
scher Phosphatase Konjugate (Anti-Digoxiginin-AP Fab-Fragment, 
Fa. Boehringer Mannheim) in Anwesenheit von 5-Bromo-4~chloro-3- 
indolylphosphat und 4~Nitro-Bli 3 Tetrazoliumchlorid (Fa. Boeh- 
ringer Mannheim) . 

Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, 
in denen zuvor eine Bande von 14 9 bp bzw. 151 bp auf dem Agaro- 
segel sichtbar war, Somit wurde mittels PGR und Hybridisierung 
die Anwesenheit spirit lioher 103 getesteten L. monocytogenes - 
St&mme nachgewiesen. Hingegen wurde keiner der getesteten nicht 
zu dieser Spezies gehOrenden Bakterienst&mme mit diesem System 
erf afit . 



S?a3aell«& l: Resultate der PCR-Amplif ikation mit den Oligonukleo- 
tiden LM 1 und LM 2 (SEQ ID NO 1 und SEQ ID NO 2) bzw. LM 3 und 
LM 2 (SEQ ID NO 3 und SEQ ID NO 2) und jeweis nachf olgender Hy- 
bridisierung mit dem Oligonukleotid LM4 (SEQ ID NO 4) 



Spezios 


Serovar 


z^ichrmng 


IM1/LM2 


LM2/LM3 


Listeria welshimeri 




SLCC 7 67 






Listeria welshimeri 




SLCC 7 68 






Listeria welshimeri 




SLCC 5877 






Listeria welshlmeri 




SLCC 582 8 






Listeria welshimeri 




SLCC 6199 






Listeria welshimeri 




DSM 20650 






Listeria seelicreri 




SLCC 5921 






Listeria seeliaeri 




SLCC 7303 






Listeria seelicreri 




SLCC 7309 






Listeria seeliqeri 




SLCC 7329 




•»-* 


Listeria seelicreri 




SLCC 3954 




" - 


Listeria seel x qreri 




DSM 20751 






Listeria innocua 




SLCC 5326 






Listeria Innocua 




SLCC 7160 






Listeria innocua 




SLCC 7161 






Listeria innocua 




SLCC 7167 






Listeria innocua 




SLCC 7168 






Listeria innocua 




DSM 20649 
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Listeria innocua 
Listeria innocua 



Listeria innocua 
Listeria err ay i 



Listeria gray! 



Listeria grayi 



Listeria ivanovii 
Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 
Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 



L+ monocytogenes 



L ♦ monocytogenes 



L. monocytogenes 
L . monocytogenes 



L , monocytogenes 



SLCC 3408 



NCTC 10528 



SLCC 7139 



DSM 20601 



DSM 20596 



BC 7308 



DSM 20750 



SLCC 2028 



SLCC 2098 



SLCC 2102 



SLCC 2379 



SLCC 4121 



SLCC 4706 



SLCC 4770 



SLCC 5378 



ATCC 19119 



AT'CC 19111 



ATCC 19112 



ATCC 19113 



ATCC 19114 



ATCC 19115 



n.d. 



n » d * 



n.d. 



L* monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L » monocytogenes 



L. monocytogenes 



L, monocytogenes 
L . monocytogenes 



L. monocytogenes 



L . monocytogenes 



L . monocytogenes 



ATCC 19116 



ATCC 19117 



ATCC 19118 



SLCC 53 



SLCC 2479 



SLCC 2482 



SLCC 58 35 



1 / 2 a 



SLCC 4955 



1 / 2 a SLCC 6204 



1 / 2 a 



SLCC 7149 



1 / 2 a 



SLCC 7150 



1 / 2 a 



SLCC 7153 



+ 



+ 



+ 



+ 



n . d 



n ♦ d * 



n . d . 



n*d. 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L , monocytogenes 
L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L„ monocytogenes 



L. monocytogenes 



L, monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L> monocytogenes 
L* monocytogenes 



L. monocytogenes 



monocyt oge nes 



L* monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L. monocytogenes 



1 / 2 a 



SLCC 7165 



1 / 2 a 1 SLCC 7195 



1 / 2 a 



SLCC 7196 



1 / 2 a SLCC 7197 



1 / 2 a SLCC 7198 



1 / 2 a 



SLCC 7 973 



1 / 2 a SLCC 7053 



1 / 2 a SLCC 7054 



1 / 2 a SLCC 7055 



1 / 2 b SLCC 6031 



1 / 2 b SLCC 7163 



1 / 2 b SLCC 7151 



1 / 2 b SLCC 7152 



1 / 2 b SLCC 7354 



1 / 2 b SLCC 7367 



1 / 2 b [ SLCC 7059 



1 / 2 c 



1 / 2 c 



1/2 



SLCC 4950 



SLCC 6793 



SLCC 7154 



+ 



n.d. 



n. d. 



n.d. 



n.d. 



n.d 



n.d* 



n.d. 



n.d. 



n.d. 



n.d 



n.d. 



n.d. 



n.d 
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X. monocytogenes 



monocytogenes 



1 / 2 c 



1 / 2 c 



SLCC 7290 



SLCC 7352 



n, d. 



n.d 



X., inojiocvtop'e.neg 



X. monocytogenes 



L, monocytogenes 



X. monocytogenes 



1 / 2 c 



SLCC 7 355 



SLCC 4 94 9 



3 a 



SLCC 7135 



3 a 



SLCC 7179 



n,d 



n , d . 



n.d. 



X. monocytogenes 



X. monocytogenes 



X. ^o^ocvtocrei3es 



£> monocytogenes 



3 b 



SLCC 2540 



3 b 



SLCC 7140 



3 b 



SLCC 7381 



3 c 



SLCC 2471 



n.d. 
n . d. 



n.d 



X. monocytogenes 



SLCC 5069 



X , foon o cy t ogen es_ 



4 a 



SLCC 5070 



n.d. 



X. monocytogenes 



4 a / b 



SLCC 7083 



n.d. 



X. monocytogenes 



4 a / b 



SLCC 7065 



4 a / b 



SLCC 7069 



n.d 



X . ino/3ocyfco<?e/3es 



4 b 



SLCC 4013 



X* monocytogenes 



4 b 



SLCC 7194 



X. monocytogezies 



4 b 



SLCC 7356 



4 b 



SLCC 7370 



X, jnojoocytoqeneg 



SLCC 7372 



4 b 



SLCC 7373 



n.d 



X. monocytogenes 



4 b 



SLCC 7374 



n.d 



X. monocytogenes 



4 b 



SLCC 788 



n.d* 



X, monocytogenes 



4 b 



SLCC 7056 



n . d . 



X, monocytogenes 



4 b 



SLCC 7057 



n.d. 



X « monocytogenes 



4 b 



SLCC 7058 



n.d. 



L* monocytogenes 



4 b 



SLCC 7060 



+ 



n.d* 



X. monocytogenes 



4 b 



SLCC 7061 



n.d. 



X . mpjiocy togenes 



4 b 



SLCC 7062 



n.d. 



X> monocytogenes 



4 b 



SLCC 7063 



n.d 



X . monocytogenes 



4 b 



SLCC 7064 



n.d. 



L. monocytogenes 



4 b 



SLCC 7066 



+ 



n.d* 



x, monocytogenes 



4 b 



SLCC 7067 



n.d. 



X. mono cy t ogen es 



4 b 



SLCC 7068 



n.d. 



L. m onocytogenes 



X. monocytogenes 



4 b 



SLCC 7069 



4 b 



SLCC 7070 



n.d, 



n.d 



X. monocytogenes 



X. monocytogenes 



X. mojiocytogeffe^ 



4 b 



SLCC 7071 



4 b 



SLCC 7072 



4 b 



SLCC 7073 



n.d* 



n.d. 
n.d. 



X . mon o cyt o$enes 



X. monocytogenes 



L. monocytogenes 



X* monocytogenes 



L . mon o cytogenes 



4 b 



SLCC 7074 



4 b 



SLCC 7075 



4 b 



SLCC 7076 



4 b 



SLCC 7077 



4 b 



SLCC 7078 



n.d. 



n.d. 



n.d. 



ru d * 



n,d. 



X. monocytogenes 



X. monocytogenes 



X. monocytogenes 



L. monocytogenes 



X. monocytogenes _ 



L r mon o cy t ogen es 



X. mono cy to genes 



L. monocytogenes 



4 b 



SLCC 7079 



4 b 



SLCC 7080 



4 b 



SLCC 7081 



4 b 
4 b 



SLCC 7082 



SLCC 7084 



4 b 



SLCC 7085 



4 b 



SLCC 7086 



4 b 



SLCC 7087 



n.d. 



n.d. 
n.d. 



n.d. 



n.d. 



n.d. 

n.d. 



n.d. 
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L. monocytogenes 



monocytogenes 



It. monocytogenes 



L* monocytogenes 



£. monocytogenes 



£. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L* monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L , monocytogenes 



L, monocytogenes 



L* monocytogenes 



monocytogenes 



4 b 



SLCC 7088 



4 b 



SLCC 7 089 



4 b 



SLCC 7090 



4 b 



SLCC 7091 



4 b 



SLCC 7 092 



4 c 



SLCC 4 925 



4 c 



SLCC 4 954 



4 c 



SLCC 6277 



4 c 



SLCC 6813 



4 c 



SLCC 6821 



4 c 



SLCC 6823 



4 d 



SLCC 2375 



4 d 



SLCC 4 926 



4 d 



SLCC 4 952 



n. d 



n.d. 



n.d. 



n.d. 



n.d. 



n-d. 



n.d. 



L * m on o cyt ogen es 



Arthrobacter spec 



Bacillus subtilis 



Cltrobacter freundli 



Citrobacter koseri 



SLCC 2 622 
DSM 312 



ATCC 6051 



DSM 30040 



DSM 4595 



n • d 



n.d 



Clostridium bi ferment ans 



Clostridium sporogenes 



DSM 630 



IfGB 0303 



n.d. 
n.d. 



Enterobacter agglomerans 



Enterobacter cloacae 



Enterobacter cterggvxae 



Erwi nia caro t over a 



Escherichia, coli 



Hafnia alxral 



Klebsiella oxytoca 



Klebsiella pneumoniae 



Lactobacillus spec 



Lactob. bifermen tans 



Leuconostoc carnosum 



Leucon. me sen t eroides 



If GB 0202 



DSM 30054 



BC 674 



DSM 30168 



DSM 30083 



I£GB 0101 



DSM 5175 



DSM 2 026 



If GB 1401 



BC 8463 



DSM 5576 



DSM 2146 



n.d.' 



n ;d . 



n.d. 



n.d, 
n.d. 



n.d. 



n.d. 



n.d. 



n.d. 
n.d 



Micrococcus citreus 



Mi crococcus luteus 



Pediococcus damnosus 
Proteus mir ab ilis 
Proteus vulgaris 



Pseudpmonas aeruginosa 



Pseudomonas fluorescens 



Salmonella spec. 

Salmonella .typhimurium 



Serratia marcescens 



Shigella flexneri 
Staphylococcus aureus 



IfGB 0601 



DSM 34 8 



BC SOS 



IfGB 51 



DSM 2041 



ATCC 10145 



IfGB 0301 



BC 2426 



BC 2157 



BC 677 



DSM 4782 



ATCC 6538 



n.d 



n.d. 



n.d. 
n. d. 



n.d. 



Streptococcus faecalis 
Strept , faecalis 



Strept, diacetylactis 



Strept . thezmophilus 
Yersinia entero col Itica 



DSM 20380 



DSM 20478 



BC 2149 



DSM 20259 



DSM 4780 



n.d 



n.d 



0> 



n.d 



) n.d 



IfGB: Institut fvlr Garungsgewerbe Berlin 
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BC: BioteCon Statnmsammlung 
SLCC: H.P*R. Seeliger Listeria Culture Collection, Wttrzburg 
ATCC: American Type Culture Collection/ Rockville, USA 
DSM: Deutsche Samrnlung von Microorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig 
n.d.: nicht durchgeftthrt 

B«i»pi«l 2: Online~Detektion von Bakterien der Spezies £* 
monocytogenes mit der Polymerase-Kettenreaktion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 2 auf gef tthrten St&mme und 
Isolate wurde DNA mittels Standardverf ahren isoliert* Je ca. 
100 fg bis 100 ng dieser DNA-Praparationen wurden dann in 
Gegenwart von je 0,4 pM Oligonukleotid LM 1 und LM 2, je 0,2 pM 
LMF 1 (Markierung: 3 ^-Fluorescein) , LMF 2 (Markierung: '3*- 
Fluorescein) und LMR 1 (Markierung: 5 X -LC Red640 (Roche 
Diagnostics)/ 3 '-Phosphat) , 200 pM dNTP' s (Roche Diagnostics) , 
4 mM MgCl 2 , 3 pg/pl BSA (Roche Diagnostics) , 16 xnM (NH^SQ^ 67 
mM Tris/HCl (pH 8,8), 0,01% Tween 20 und 0,04 U/pl Taq DNA 
Polymerase (HTB) in die PCR eingesetzt. Die PCR wurde in einent 
LightCycler der Firma Roche Diagnostics GmbH rnit dem 
nachfolgend auf gef tthrten Thermoprof il durchgef tthrt : 

Initiale Denaturierung 95 °C 

42 Zyklen 97 °C 

59 °C 

W&hrend der PCR-Reaktion wurden Fluoreszenz-Signale 
(Detektions-Welleniange 640 nm) nur in den Fallen beobachtet, 
in denen DNA von St&mmen der Spezies L, monocytogenes anwesend 
war * 

Tab*!!* 2: Rssultate der PCR-Amplif ikation roit den Oligonukleo 
tiden LM 1 und LM 2 (SEQ ID NO 1 und SEQ ID NO 2) und jewels 
wahrend der Amplif ikationsreaktion erfolgenden Hybridisierung 
mit den Oligonukleotiden LMF1, LMF2 und LMRl (SEQ ID NO 5, SEQ 
ID NO 6, SEQ ID NO 7 ) 
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2 mm 
0 sec 
40 sec 
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■ill 



$1 



Spaxias 



Bacillus staeroth* 



Staphylococcus aureus 



Escherichia coli (VTEC) 



Clostridium perfringens 



Leuconostoc mesent . 



listeria welshimeri 



Listeria welshimeri 



Listeria welsh it&exl 



Listeria seeligeri 



Li steria seel i geri 



Listeria innocua 



Listeria innocua 



Listeria innocua 
Listeria arayi 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovii 
Listeria iyanovii 
L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L . monocytogenes 



L. monocytogenes 

L . monocytogenes 

L * monocytogenes 

L. monocytogenes 

L , monocytogenes 



X> monocytogenes 



L* m on ocytogenes 

<»i«i> mM i n ii— — — ii ii ■! ■!'*»<■ ■ 

L* monocytogenes 
L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L* monocytogenes 



L. monocytogenes 



L. monocytogenes 
L. monocytogenes 
L. monocytogenes 
L . monocytogenes 



L . monocytogenes^ 
L . monocytogenes 



L. monocytogenes 
L. monocyt ogenes_ 



L* monocytogenes 



Sdrovar 



leichnung 



DSM 456 



BC 197 



BC 8318 



BC 8799 



DSM 20241 



SLCC 767 



SLCC 768 



SLCC 5877 



LM1/LM2 
liMFl /XMF2 /LMEU 



SLCC 5921 



SLCC 7309 



SLCC 5326 



SLCC 7160 



SLCC 7161 



DSM 20601 



SLCC 2028 



SLCC 2098 



SLCC 2102 



1 / 2 a 



SLCC 4955 



1 / 2 a | SLCC 6204 



1 / 2 a 



SLCC 714 9 



1 / 2 a I SLCC 7150 



1 / 2 a t SLCC 7153 



1 / 2 b 



SLCC 7151 



1 / 2 fo | SLCC 7152 



1 / 2 b | SLCC 7354 



1 / 2 b 



SLCC 7367 



1 / 2 b 1 SLCC 7059 



1 / 2 c I SLCC 67 93 



1 / 2 C I SLCC 7154 



1 / 2 c| SLCC 7290 



1 / 2 c ) SLCC 7352 
1 / 2 c SLCC 735"$ 



3 a 



SLCC 494 9 



3 a 



SLCC 7135 



3 a 



SLCC 7179 



3 b 



SLCC 7140 



3 b 



SLCC 7381 



3 c 



SLCC 2471 



4 a 



SLCC 5069 



4 a 



SLCC 5070 



4 a / b 1 SLCC 7083 



4 a / b 1 SLCC 7065 



4 a / b I SLCC 7069 



4 b 



SLCC 4013 



4 b 



SLCC 7194 



4 b 



SLCC 7356 



4 b 



SLCC 7370 



4 b 



SLCC 7 372 



4- 



+ 



+ 



- 
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L . monocytogenes 


4 c 


SLCC 4 925 


4- 


L . monocytogenes 


4 c 


SLCC 4 954 


+ 


L* monocytogenes 


4 c 


SLCC 6277 




L , monocytogenes 


4 c 


SLCC 6813 


+ 


L* monocytogenes 


4 c 


SLCC 6821 




L. monocytogenes 


4 d 1 


SLCC 2375 




L. monocytogenes 


4 d 


SLCC 4 926 




L* monocytogenes 


4 d 


SLCC 4 952 




L* monocytogenes 


7 


SLCC 2622 


+ 



BC: BioteCon Stammsammlung 

SLCC: H.P.R. Seeliger Listeria Culture Collection, WUrzburg 
ATCC: American Type Culture Collection, Rockville./ USA 
DSM: Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig 
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Patentanspruche 



1* Nukleinsauremoleklil, dadurch g&kexmzelcIuiGt, daft es beztiglich 
mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner 
Nukleotidkette 

(i) mit 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 

NukleinsMuremolektile gemaft a) , b) , c) , d) , e) , f ) , g) oder h) 
identisch ist: 

a) der SEQ ID NO 1 5 S -GAA AAA GCA TTT GAA GCC AT~3 % oder 

b) der SEQ ID NO 2 5 * -GCA ACT TCC GGC TCA GC-3 S oder 

c) der SEQ ID NO 3 5^-TCG AAA AAG CAT TTG AAG CC-3 X oder 

d) der SEQ I P NO 4 5 X -GGT CAG AGT GAA GCT CAT GT-3^ oder 

e) der SEQ ID NO 5 5 X -CTI TTC ACA TGA GCT TCA CTC TGA 

CCR A-3^oder 

f) der SEQ ID NO 6 5^-CTT TTT CTT TCA CTG GGT TTC CGA 
CAT-3 N oder 

g) der SEQ ID NO 7 5 S -GAT GAT TTC TTT TTC TTT CAC TGG ATT 
TCC AAT AT-3 N oder 

h) der zu a) , b) , c) , d) , e) , f ) und g) jeweils komplementaren 
Sequenz; oder 
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(ii) mit 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
Nukleinsauremolekule gemSJi (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) , (g) 
oder (h) ubereinstimmt oder 

(iii) mit 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
Nukleinsauremolekule gem£ft (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) , (g) 
oder (h) ubereinstimmt oder 

(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nukleinsauremolekiil gemaft 

(a), (b), (c), (d), (e), (f), (g) oder (h) homologist. 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, gekennzexchnet durch eine 
fur Sonden oder Primer iibliche LSnge, insbesondere fur eine 
PCR-Reaktion, insbesondere eine Lange von 10 bis 250 und 
vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotiden* 

3. Nukleinsauremolekul 

a) der SEQ ID NO 1 5 * -GAA AAA GCA TTT GAA GCC AT-3^ oder 

b) der SEQ ID NO 2 5 " -GCA ACT TCC GGC TCA GC-3^ oder 

c) der SEQ ID NO 3 5 * -TCG AAA AAG CAT TTG AAG CC-3 V oder 

d) der SEQ ID NO 4 5 V -GGT CAG AGT GAA GCT CAT GT-3^ oder 

e) der SEQ ID NO 5 5^-CTI TTC ACA TGA GCT TCA CTC TGA 

CCR A»3 v oder 

f) der SEQ ID NO 6 5^-CTT TTT CTT TCA CTG GGT TTC CGA 
CAT-3"oder 

g) der SEQ ID NO 7 5^-GAT GAT TTC TTT TTC TTT CAC TGG ATT 
TCC AAT AT-3' oder 

h) der zu a),b),c),d),e),f) und g) jeweils komplementaren 

Sequenz. 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch c?BkennzelGhnet, dafi es einzelstrangig oder doppelstrangig 
vorliegt . 



WO 00/14276 



20 




PCT7EP99/06453 



5. Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Ansprliche, 
dadurch qretlceimzetlchaet, da£ es 



(iii) als PNA-Sequenz vorliegt, 

wobei das Nukleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweisverf ahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplif izierung, an sich bekannten Weise 
modifiziert ist. 

6, Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch g-akaimzexchnet, daft bis zu 20 % von mindestens 10 

auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette, 
insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur Sonden und/oder 
Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, 
insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien nicht naturlich 
vorkommen . 

7. Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch g-ekennzelchnat, daB das Nukleinsauremolekul dadurch oder 
zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daft es eine 



f loureszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, 
insbesondere eine enzymatische Reaktion, insbesondere mit Hilfe 
von Antikorpern, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit 
AffinitSt zu Enzymen oder Enzymkomplexen, und/oder anderweitig 
modif izierende oder modifizierte Gruppen nukleinsaureahnlichen 
Aufbaus aufweist. 



(i) 



als DNA-Sequenz oder 

als (i) entsprechende RNA-Sequenz oder 



(ii) 



oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 



8. Kit fur analytische Nachweisverf ahren, insbesondere zum 
Nachweis von Bakterien der Spezies Listeria monocytogenes, 
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&ekexmzG±chnet durch ein oder mehrere Nukleinsauremolekule gem&ft 
einem der vorhergehenden AnsprCiche, 

9. Verwendung eines oder mehrerer Nukleinsauremolekule gemaft 
einem der Anspruche 1 bis 7 oder eines Kits gemaft Anspruch 8 zum 
Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien der Spezies 
Listeria monocytogenes . 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzGichnet, daft man 
eine Nukleinsaurehybridisierung und/oder eine 
Nukleins&ureamplif ikation durchf tihrt ♦ 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch g^ekmnnzelchnBt, daft man 
eine Polymerase-Kettenreaktion fur die Nukleinsaureamplif ikation 
durchf tihrt , 

12. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gr&k&zmzG±chnet , daft man 
die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien 
anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder RNA an 
mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines der 
Nukleinsauremolekule gemaft Anspruch 3 unterscheidet , 
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A. KLAaaRaEHUWQ DBS »!■«! IHIHQaQBttRMBTiWOES 

IPK 7 C12Q1/68 




Neon der IntemaamaJan PnlwiUil— iWmrtnn <IPK) oder nach der national an KJaaeiflkaUon end der IPK 




a RECMERCtfEfTTE QEBtETE 


Reoherch»erter Mrrieetprutatorf (Klneafflkattonaa yetam und MaeaJMrtkmaaymbote > 



Rechercn*erte atoer rtcr* zun Mnde^pitMstoft geftttendo VertXtoi a toivnQm, aowart dee* unter ctt© rechefoNeften G«tt«t* raJan 



Wahrend der {ntemattonaton B«criercr>© koneutterta eieKtronto rtw OetentianK (Name der Datenbanfc und ev*. vetwenoete 8ucnbegrtfla) 



& AJLS WE8ENTUCH ANQC8EHEMS UNTHftLAQEW 



Kategorte* 



B enekidn ung der Vero^andohung* eoweit w forded Ich titter An^aba der bi Betracnt tcommenden Tele 



Betr. Anapruoh Nr. 



DATABASE EHBL 'Online I 

ID: SPU97390 , Jul1 1997 (1997-07) 

JANG: "SCHIZOSACCHAROMYCES PONBE 40S 

RIB0S0MAL PROTEIN S4 H0H0L0G mRNA PARTIAL 

CDS" 

XP002133546 
Zusammenf assung 

DATABASE GENESEQ 'Online! 

ID/AC: T36015, April 1997 (1997-04) 

ARUFFO ET AL. : "ANTISENSE PRIMER FOR 

SIGNAL PEPTIDE REGION OF HUMANISED 

ANTIBODY" 

XP002133547 

Zusammenf assung 



X f 2 f 4 y 5 



1,2,4,5 



13 



Wertere Verofterrtlchungen aind der Fortaetrung von F«W C zu 



ID 



SteheAnhang Patentfamfle 



* Beeondere Ketegorien von a ngegebeoen VerofferrtichunQen 

"A" Vw ofl e i KIM ma de den aHgemefciei i Stand derTecrv* deflniert. 
abernicht ale beeonder e bedeutaaro ar mi a w tW M iet 



*E* aHeree Ookuwen t daa >edoori eret am Oder nach dem Intwnaflonalen 
Araweidedawjin vejiMf entlci A worden tat 

V Veiofffand hi a ng, de qeeionet let etoen PikxmUeai wpruch zwcttetiaft er- 
e ahetoon zu taeeerv Oder durcn de da* Verttflendlcrft»io*datum elner 
anderen Im n e o he rai w nb ei fciit ge rta n men Veto? fa? ifl U m i g betegt warden 
»oioderd>eax»e#iemandet«nbeeo n deran Qrund angagebenlat(wte 
auegefuhrt) 

"O" V«offenUki«unq> dto etoh auf etne rnundlohe Offenbarung, 

elne BenutEung, eine A u aa t allu n g oder andere Ma6nahmen barter*. 
"P" Veioffei rtt c tiunq, de vor dem nt«mnttooftteo Anmeidadatun. abernacn 
dem beatieptuentan Prtcwt tatauaa jm vetbrnanoloht worden tat 



T" Spatere Veroffenatetang. de naoh dem i-rterrwdonaJen Anmeidedadiin 
oder de m Prtott taia d aa im vct ol fa n laoht worden tat und m!t der 
Anmeklungricrrt tcoiklert aorKlemnuraOT Veiatandraadeeder 
Erfcidung njgjrtjndd|e^i d an PrtnUpa oder der ihr zugiundeUegenden 
Theorto sngegeben lax 

*X* Ve r ofta i iMo ow q von b e ao n darer Bedeutung: de Deanapruohte Erflndung 
tcann eitom aufqrund deaer VeroffenBtohung rtfchtaianeuoderauf 
ofiWnaneoner i angKen oerunena oenBonoBt weroan 

"V VerWatiMchung von beaonderer Bedeutung; de beanapruohte Erflndung 
kann ntcht <*» aut erflr^ietieeherTaggkett betuhand b etia U He t 
warden, wem de Veroffentttenung mtt e*nar oder mehreren andaren 
Vefoffendcjiux^eit deaer Kategorte In Vetbaidung gebraoht wlrd und 
dee* Veibtodung fur enen FaowiajinnaJieleflandlat 

VefoffentHohung, de MHgHed deraatoen Patentfamlle lat 
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Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 861 epo r#, 
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BaMUhmnq der VnttffUlcftung, »cw—0 wfotiAwiori war Angafa* der *n fletmcht tcommcnden Tele 


BHr. Anapnjcft Nr. 


X 


DATABASE EMBL 'Online! 

ID/AC: A42883, Marz 1997 (1997-03) 

ABKEH ET AL: "SEQUENCE 15 FROM W09502701 

" METHOD OF IDENTIFYING HUNAN AND ANIMAL 

CELLS CAPABLE OF UNLIMITED PROLIFERATION 

OR TUMOUR FORMATION" " 

XP002133548 

Zusammenfassung 


1.2,4,5 


X 


DATABASE GENESEQ 'Online! 

ID/AC: T47423, September 1997 (1997-09) 

SHUBER: "PRIMER #4 FOR TAY-SACHS DISEASE 

GENE" 

XP002133549 

Zusammenfassung 


1,2,4,5 


X 


DATABASE EMBL 'Online! 

ID/AC: AA657460, November 1997 (1997-11) 

EMMERT-BUCK: "Homo sapiens cDNA clone 

IMAGE: 1203441" 

XP002133550 

Zusammenfassung 


1 # 2 ^ 4 j 5 


A 


VnlnpAoC utLnC3LU uniine! 

ID/AC: Q20004, Dezember 1991 (1991-12) 
HATTEUCCI: "TARGET DUPLEX FOR COVALENTLY 
CROSS-LINKING OLIGONUCLEOTIDES" 
XP002133551 
Zusammenfassung 


1 9 A R 


X 


DOMANN ET AL.: "MOLECULAR CLONING, 
SEQUENCING AND IDENTIFICATION OF A 
METALLOPROTEASE GENE FROM LISTERIA 
MONOCYTOGENES THAT IS SPECIES SPECIFIC AND 
PHYSICALLY LINKED TO THE LISTERIOLYSIN 
GENE" 

INFECTION AND IMMUNITY, 

Bd. 59, Nr. 1, 1991, Selten 65-72, 
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WO 00/14276 



PCT/EP99/06453 



Oligonukleotide , Verfahren und Kit: zur Detektion von Listeria 
monocytogenes durch Nukleinsaureamplifikation unci/oder -hybri- 

disierung 

Erf indungsgemaft werden Oligonukleotide, Verfahren und Kit zur 
Detektion von Listeria monocytogenes durch Nukleinsaureampiif i- 
kation und/oder -hybridisierung bereitgestellt . 

Die Gattung Listeria besteht aus den sechs Spezies L. monocyto- 
genes, L . grayi, L. innocua t L. ivanovii , L . seligeri und L. 
welshimeri. Unter diesen sind nur Stamme der Spezies L. mono- 
cytogenes pathogen fur den Menschen, insbesondere fur Immunge- 
schwachte, Altere und Neugeborene, Die haufigsten Symptome der 
Listeriose sind Septikamie, Meningitis und Fehlgeburten . Infek- 
tionen durch L. monocytogenes werden vor allem durch die Auf- 
nahme kontaminierter Lebensmittel verursacht, insbesondere von 
Milchp rodukt en , Fleisch, Gefliigei und Gemiise . 
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Eine Vielzahl von Verfahren zur Detektion von L . monocytogenes 
sind bekannt. Konventionelle Detektionsver f ahren fur L. mono- 
cytogenes bestehen aus einer Voranreicherung und nachf olgender 
Isolation von Kolonien auf Selekt ivmedien (Lovett et al . , J. 
Food Protection 50 (1987), 188-192; McClain & Lee, J. Assoc. 
Off. Anal. Chem. 71 (1988) , 660-664). Einzel kolonien werden nach 
ihrer Morphologie bzw. nach biochemischen oder serologischen 
Eigenschaf ten untersucht. Die Durchfuhrung einer Analyse kann 
bis zu 6 - 8 Tage in Anspruch nehmen. 

Da vor allem leicht verderbliche Nahrungsmittel haufig mit L. 
monocytogenes kontaminiert sind, wurden verschiedene Schnell- 
verf ahren zur Detektion von L. monocytogenes entwickelt. Diese 
Verfahren basieren entweder auf immunologischen Methoden oder 
der Anwendung von Nukleinsauresonden. 

Dabei kann die Detektion durch direkte Hybridisierung von Sonden 
an keimspezif ische DMA bzw. RNA erfolgen (siehe z.B. Datta, A. 
R. et al., Appl. Environ. Microbiol. 53 (1987), 2256-2259). Der 
Nachteil bei solchen Verfahren ist die geringe Sensit ivitat , da 
mindestens 10 5 -10° Kopien der Zielnukleinsaure erforderlich sind. 
Dies kann durch Kombination mit einer Vervielf altigung der 
Zielsequenz, z.B. durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), 
ausgeglichen werden. Mehrere PCR-Verf ahren zum Nachweis von L. 
monocytogenes sind in der Literatur beschrieben [zur Obersicht 
siehe z.B. Jones, D.D. & Be j , A.K. in "PCR Technology, Current 
Innovations", Griffin, H.G. & Griffin, A.M., Hrsg., (1994), 341- 
365]. Siehe auch die US Patente 4,683,195; 4,683,202 und 
4,965,188. Ferner konnen die Ligase-Kettenreaktion [WO Verof- 
fentlichung 89/09835], die „self -sustained sequence replication" 
[EP 329,822], das ^transcription based amplification system" 
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[EP 310,229] und das Qfi RNA-Replikase-System [US Patent - 
4,957,858] zur Amplif ikation von Nukleinsauren eingesetzt 
werden. 

Es sind auch bereits einige Testkits zur Detektion mittels An- 
tikorpern kommerziell erhaltlich. Die meisten dieser Tests zei- 
gen jedoch nur eine geringe Sensitivitat und Spezifitat. 

Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels Nuklein- 
saure-Hybridisierung oder -Amplif ikation werden ublicherweise 
keimspezif ische Oligonukleotide verwendet, deren Basensequenz 
fur die DMA oder RNA eines spezifischen Mi kroorganismus oder ei- 
ner Gruppe von Mikroorganismen charakteris t isch ist. Eine Hy- 
bridisierung an die DNA/RNA bzw. eine Amplif ikation von DNA/RNA 
bei Einsatz dieser keimspezif ischen Oligonukleotide (z.B. als 
Primer oder Sonden) mit den oben genannten Verfahren kann, unter 
geeigneten Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, wenn die 
DNA/RNA der jeweils nachzuweisenden Mikroorganismen anwesend 
ist . 



Die fur L, monocytogenes beschriebenen Nachweisverf ahren basie- 
ren uberwiegend auf solchen Zielgenen, die eine Rolle in der Pa- 
thogenitat von L, monocytogenes spielen. Es ist bekannt, daft ei- 
nige dieser Gene in einem Virulenz-Gencluster benachbart auf dem 
Chromosom angeordnet sind. Da das Listeriolysin-Gen (hlyA) zu- 
erst als eindeutig notwendig fur die Pathogenitat von L. mo- 
nocytogenes erkannt wurde (Cossart, P. et al . , Infect- Immun . 57 
(1989), 3629-3636), basieren die meisten genotypischen Nach- 
weisverf ahren auf diesem Gen. Das hlyA-Gen kommt jedoch mit ho- 
her Homologie auch bei apathogenen Listerien vor (i.e. bei L. 
seeligerx und L. ivanovii) . Das Auftreten von f alsch-positiven 
Ergebnissen ist bei diesen Nachweisverf ahren nicht mit voll- 
standiger Sicherheit auszuschlieften , da einzelne Punktmutationen 
im Bereich der Bindungsstellen von Primern oder Sonden hierzu 
bereits ausreichen konnen. 
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Fur das dem hlyA-Gen im Genom direkt benachbarte Metallopro- 
tease-Gen (mpl) konnte gezeigt werden, daft es nur bei L. mono- 
cytogenes vorkommt, also nicht bei apathogenen Listerien (Do- 
mann, E. et al., Infect. Immun. 59 (1991), 65-72). 

Die prinzipielle Eignung der das hlyA-Gen f lankierenden DMA-Re- 
gion zum Nachweis von L. monocytogenes mittels Hybridisierung 
oder Amplif ikation ist beschrieben (Rossen, L. et al., Int. J. 
Food Microbiol. 14 (1991), 145-152), jedoch sind bisher fur sol- 
che Nachweisverf ahren keine Oliaonukleot idseauenzen oubliziert 
worden . 

Die Seguenz des mpl-Gens von L. monocytogenes ist in der EMBL 
Datenbank unter der Accession Nummer X54 619 beschrieben [Domann, 
E. et al., Infect. Immun. 59 (1991), 65-72], Desweiteren sind 
Teile der Sequenz des mpl-Gens von L. monocytogenes in der EMBL 
Datenbank unter der Accession Nummer X60035 aufgefuhrt 
[Rasmussen, O. F . et al., Infect. Immun. 59 (1991), 3945-3951], 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es nun, ein routine-ge- 
eignetes Nachweisverf ahren zu entwickeln, bei dem auch unter 
stark schwankenden Versuchsbedingungen beim jeweiligen Anwender 
die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten f alsch-positiver Er- 
gebnisse moglichst gering ist. 

Insbesondere sollen Oligonukleot idsequenzen bereitgestellt wer- 
den, die in einem Nachweis verf ahren fur das Metallprotease-Gen 
(mpl) von L. monocytogenes eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgaben werden durch die Bereitstellung von Nukleinsau- 
remolekQlen der Sequenzen 

(i) 5'-GAA AAA GCA TTT GAA GCC AT-3'oder 
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(ii) 



5 * -GCA 



ACT TCC GGC TCA GC-3 1 oder 



(iii) 



5 "-TCG 



AAA AAG CAT TTG AAG CC-3 x oder 



(iv) 



5 X -GGT 



CAG AGT GAA GCT CAT GT-3 x oder 



(v) 



CTI 



TTC ACA TGA GCT TCA CTC TGA CCR A-3 1 oder 



(vi) 



TTT CTT TCA CTG GGT TTC CGA CAT-3 x 



oder 



(vii) 5^-GAT GAT TTC TTT TTC TTT CAC TGG ATT TCC AAT AT-3 x oder 

(viii) der zu (i), (ii), (iii), (iv), (v) , (vi) und (vii) je- 
weils komplementaren Sequenz gelost. 

Die erf indungsgemafien Oligonukleot ide konnen wie folgt definiert 
sein: 

Oiigonukieotid LM1: (Sequenz (i) = SEQ ID NO 1 entspricht der 
Position 2476 bis 2495 von L . monocytogenes [nach Domann, E. et 
al. Infect. Immun. 59 (1991) , 65-72]. 

Oiigonukieotid LM 2: (Sequenz (ii) - SEQ ID NO 2) entspricht der 
Position 2608 bis 2624 von L. monocytogenes. 

Oiigonukieotid LM 3: (Sequenz (iii) = SEQ ID NO 3) entspricht 
der Position 2474 bis 2493 von L. monocytogenes. 

Oiigonukieotid LM 4 (Sequenz (iv) = SEQ ID NO 4) entspricht der 
Position 2497 bis 2516 von L. monocytogenes. 

Oiigonukieotid LMR 1: (Sequenz (v) = SEQ ID NO 5) entspricht der 
Position 2495 bis 2522 von L. monocytogenes, 

Oiigonukieotid LMF 1: (Sequenz (vi) = SEQ ID NO 6) entspricht 
der Position 2525 bis 2551 von L. monocytogenes. 
Oiigonukieotid LMF 2: (Sequenz (vii) - SEQ ID NO 7) entspricht 
der Position 2525 bis 2559 von L, monocytogenes. 

Zur Untersuchung, inwieweit Sequenzvariationen des mpl-Gens in- 
nerhalb der Spezies L. monocytogenes auftreten, wurde ein in- 
ternes Fragment von 300 Basenpaaren von 13 L. monocytogenes 
Stairanen verschiedener Serovare (2 St&mme der Serovare l/2a, 1 
Stamm des Serovars l/2b, 1 Stamm des Serovars l/2c, 1 Stamm des 
Serovars 3a, 1 Stamm des Serovars 3b, 1 Stamm des Serovars 3c, 1 
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Stamm des Serovars 4a, 1 Stamm des Serovars 4a/b, 1 Stamm- des 
Serovars 4b, 1 Stamm des Serovars 4c, 1 Stamm des Serovars 4d 
und 1 Stamm des Serovars 7) soquenziert. Anhand der Sequenzver- 
gleiche wurde iiberraschenderweise gefunden, daft die Oligonukleo 
tide LM1 , LM 2, LM3, LM 4, LMF 1, LMF 2, LMR 1 sowie dazu kom- 
plementare Sequenzen in Nachweis verf ahren fur L. monocytogenes 
zu hoch-spezi f ischen Nachweisen fiihren. Dabei werden die Oligo- 
nukleotide LM4 , LMR 1, LMF 1 und LMF 2 bzw. die dazu komplemen- 
taren Sequenzen vorzugsweise als Sonden verwendet. 

Erf indungsgemali werden insbesondere Nukleinsauremolekule bereit 
gestellt, die dadurch gekennzeichnet sind, daft sie beziiglich 
mindestens 10 auf einanderf oigenden Nukieotiden ihrer Nukleotid- 
ke 1 1 e 



(a) mit 10 auf einanderf oigenden Nukieotiden der vorstehenden 
Nukleinsauremolekule (i) bis (viii) identisch sind oder 

(b) mit 9 von 10 auf einanderf oigenden Nukieotiden der vorste- 
henden Nukleinsauremolekule (i) bis (viii) iibereinst immen 
oder 

(c) mit 8 von 10 auf einanderf oigenden Nukieotiden der vorste- 
henden Nukleinsauremolekule (i) bis (viii) uber^inst immen 
oder 

(d) zu mindestens 90 % mit einem Nukleinsauremolekul gemaft 
Anspruch 1 homolog sind. 



Die erf indungsgemaften Oligonukleot ide konnen eine fur Sonden 
oder Primer iibliche Lange aufweisen, insbesondere fur eine PCR- 
Reaktion, sie konnen ferner eine durch Amplif ikation , insbeson- 
dere durch eine PCR-Reaktion, hersteilbare Lange aufweisen, und 
vorzugsweise konnen sie 10 bis 250 Basen und insbesondere 15 bis 
30 Basen lang sind. 

Sie konnen einzelstrangig oder doppels trangig vorliegen. 
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Geeignet als erf indungsgemafie keimspezif ische Oligonukleo-tide 
zum Nachweis von L. monocytogenes sind also Nukleinsauren, vor- 
zugsweise 10 bis 250 Basen und insbesondere 15 bis 30 Basen 
lang, die mindestens in einer 10 Basen langen Sequenz mit den 
angegebenen Sequenzen LM 1, LM 2, LM 3 , LM 4 , LMF 1, LMF 2 und 
LMR 1 oder den hierzu komplementaren Sequenzen iibereins t immen . 
Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) in dieser 10 Basen langen 
Sequenz sind moglich, ohne daft die jeweils angegebene Spezifitat 
bei der Amplif ikation und/oder Hybridisierung verloren geht . Dem 
Fachmann ist bekannt, daft im Falle solcher geringeren 
Abweichungen die Reaktionsbedingungen entsprechend verandert 
werden mussen; vgl. beispielsweise T. Maniatis, Molecular 
Cloning, Herausgeber G. Sambrook & E . F. Fritsch, Cold Spring 
Harbour Laboratory Press, 1989* 



Zum Nachweis von L. monocytogenes werden Nukleinsauren, vorzugs- 
weise genomische DNA, zunachst aus den in einer zu untersuchen- 
den Probe bzw. Bakterienkultur enthaltenen • Zellen freigesetzt. 
Mittels Nukleinsaure-Hybridisierung kann dann, und zwar unter 
Einsatz der erf indungsgemaften keimspezif ischen Oligonukleotide 
als Sonde, der direkte Nachweis von keimspezif ischen Nuklein- 
sauresequenzen in der zu untersuchenden Probe erfolgen. Geeignet 
hierzu sind verschiedene dem Fachmann bekannte Verfahren, wie 
z.B. "Southern blot" oder "dot blot". 



Bevorzugt ist jedoch, vor allem wegen der hoheren Empfindlich- 
keit, ein indirektes Nachweisverf ahren, bei dem die gesuchten 
und wie vorstehend beschriebenen f reigesetzten DNA/RNA-Sequenzen 
zunachst mittels der o.g. Verfahren zur Amplif ikation von Nu- 
kleinsauren, vorzugsweise PCR, amplifiziert werden. 



Die Amplif ikation von DNA/RNA unter Verwendung der genannten 
Verfahren erfolgt unter Einsatz der erf indungsgemaften Nukiein- 
sauremolektile als Primer. Dabei werden nur in dem Fall spezi- 
f ische Amplif ikate gebildet, in dem DNA/RNA von L. monocytogenes 
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anwesend ist. Durch eine Detektionsreaktion (nachgeschaltet bzw. 
wahrend der Amplif ikations-Reaktion) unter Verwendung der erfin- 
dungsgemaften Nukleinsauremolekule als Sonden kann die Spezifitat 
des Nachweisverf ahrens erhoht werden. Fur diese Detektionsreak- 
tion ist ebenso die Verwendung von nicht voilstandig keimspezi- 
fischen Oligonukleotiden moglich. 



Alternativ kann die Nukleinsaure-Amplif ikat ion auch in Anwesen- 
heit eines Oder mehrerer nicht voilstandig spezi f ischer Oligonu- 
kleotide durchgefiihrt werden, so daft moglicherweise auch DNA/RNA 
anderer, nicht-nachzuweisender Mikroorganismen amplifiziert 
werden kann. Ein derartiges Amplif ikat ionsver f ahren ist in der 
Regel weniger spezifisch und sollte daher durch eine Detektions- 
reaktion (nachgeschaltet oder wahrend der Amplif ikations-Reak- 
tion) mit einem oder mehreren der erf indungsgemaften Nukleinsau- 
remolekul(e) als Sonde (n) abgesichert werden- 



Erf indungsgemaft konnen verschiedene Verfahren eingesetzt werden, 
urn die bei den indirekten Verfahren entstehenden Amplif ikations- 
produkte nachzuweisen . Dazu gehoren u*a. an sich bekannte Ver- 
fahren wie die Visuaiisierung mittels Gelelektrophorese, die 
Hybridisierung von Sonden an immobilisierre Reakt ionsprodukte 
[gekoppelt an Nylon- oder Nitrocellulose-Filter ("Southern 
blots* ) oder z.B. an "beads" oder Mikrotiterplatten] und die Hy- 
bridisierung der Reaktionsprodukte an immobilisierte Sonden 
(z*B. "reverse dot blots" oder mit Sonden gekoppelte "beads" 
oder Mikrotiterplatten) . Zudem konnen Verfahren eingesetzt wer- 
den, bei dem ein oder mehrere erf indungsgem&fte Nukleinsauremole- 
kule als Sonden im Verlauf der PCR-Reaktion ("online") spezi- 
fisch entstehende Amplif ikationsprodukte qualitativ und quanti- 
tativ nachweisen konnen. 



Erf indungsgemaft gibt es eine Vielzahl von Moglichkeiten, mit de- 
nen die erf indungsgemafien Oligonukleot ide (z.B. Sonden und Pri- 
mer) fur die beschriebenen direkten oder indirekten Nachweisver- 
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fahren markiert bzw, modif iziert werden konnen. So konnen. diese 
beispielsweise radioaktive, farbige, f luoreszierende oder an- 
derweitig modifizierte bzw. modif izierende Gruppen enthalten, 
beispielsweise Antikdrper, Antigene, Enzyme bzw. andere Sub- 
stanzen mit Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen. Sonden 
bzw. Primer konnen entweder naturlich vorkommende oder synthe- 
tisch hergestellte doppelstrangige oder einzels t rangige DNA oder 
RNA bzw. modif iziert e Forme n von DNA oder RNA, wie z.B. PNA sein 
(bei diesen Molekuien sind die Zucker-Einheiten durch Aminosau- 
ren oder Peptide ausgetauscht ) . Einzelne oder mehrere Nukleotide 
der erf induhgsgemaften Sonden oder Primer konnen gegen analoge 
Bausteine (wie z.B. Nukleotide, die in der Ziei-Nukleinsaure 
nicht naturlich vorkommen) ersetzt sein. Insbesondere konnen bis 
zu 20 % von mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden einer 
Nukleotidkette, insbesondere 1 oder 2 Nukieotide, durch fur Son- 
den und/oder Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt 
werden. 

Bei den o.g. indirekten Nachweisverf ahren kann Detektion auch 
iiber ein intern-mar kiertes Amplifikat gefiihrt werden. Dies kann 
z.B. uber den Ei.nbau von modif izierten {z.B, an Digoxigenin oder 
an Fluorescein gekoppelten) Nukleosidt riphosphaten wahrend der 
Amplifikat ions reakt ion erf ol gen . 

Weiter wird erf indungsgemaft ein Kit fur analytische Nachweisver- 
fahren, insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Spezies 
Listeria monocytogenes, bereitgestellt , der ein oder mehrere er- 
f indungsgemafte Nukleinsauremolekule enthalt. 

Die erf indungsgemaften Nukleinsauremolekule bzw. die entsprechen- 
den Kits konnen in einem Verfahren zum Nachweis der An- oder Ab- 
wesenheit von Bakterien der Spezies L. monocytogenes in einer 
Probe verwendet werden, wobei es sich bei dem Verfahren vorzugs- 
weise urn eine Nukleinsaurehybridisierung und/oder eine Nuklein- 
saureamplif ikation, wie eine PCR, handelt. Dabei konnen nachzu- 
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weisende Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand 
von Unterschieden der genomischen DNA und/oder RNA an mindestens 
einer Nukleotidposition im Bereich eines der erf indungsgemaften 
Nukleinsauremolekule unterschieden werden * 



Beispxele 

Beispiel 1: Nachweis von Bakterien der Spezies L. monocytogenes 
mit der Polymerase-Kettenreaktion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde 
DNA mitteis Standardverf ahren isoliert. Je ca . 10 bis 100 ng 
dieser DNA-Praparationen wurde dann in Gegenwart von je 0,4 pM 
Oligonukleotid LM 1 und LM 2, oder LM 3 und LM 2, 200 pM dNTP's 
{Boehringer Mannheim), 2,5 mM MgCl 2 , 16 mM (NH 4 )2S0 4 , 67 mM 
Tris/HCl (pH 8,8), 0,01% Tween 20 und 0,03 U/pl Taq DNA Polyme- 
rase (Biomaster) in die PGR eingesetzt. Die PGR wurde in einem 
Perkin Elmer 9600 Thermocycler mit dem nachfolgend aufgefuhrten 
Thermoprof il durchgef tihrt : 



Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 

35 Zyklen 94 °C 30 sec 

57 °C 30 sec 

72 °C 30 sec 

Finale Synthese 72 °C 5 min 

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Amplif ikationspro- 
dukte mitteis Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch 
Anfarbung mit Ethidiumbromid visualisiert . Die erwarteten Pro- 
dukte von 149 bp bzw. 151 bp Lange wurden nur in den Fallen be- 
obachtet, in denen DNA von Stammen der Spezies L. monocytogenes 
anwesend war. Die in den Gelen aufgetrennte DNA wurde mitteis 
Standard-Methoden auf Nylon Filter transferiert und zur Uber- 
prUfung der Spezifitat mit dem am 5 X -Ende Digoxigenin-markierten 
Oligonukleotid LM 4 (Sequenz 4) hybridisiert . Die Hybridisierung 
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erfolgte in 5 x SSC, 2 % Blocking Reagenz, 0,1 % Lauroyls-arco- 
sin, 0,02 % SDS und 5 pmol/ml Sonde fur 4 h bei 60 °C. Gewaschen 
wurde in 2 x SSC, 0,1 % SDS far 2 x 10 min bei 60 °C. Die Detek- 
tion erfolgte nach Standard-Methoden mitteis Alkalischer Phos- 
phatase Konjugate ( Anti-Digoxiginin-AP Fab-Fragment, Fa. Boeh- 
ringer Mannheim) in Anwesenheit von 5-Bro;no-4~chloro-3-indolyl- 
phosphat und 4 -Nitro-Blue Tetrazoliumchlorid (Fa. Boehringer 
Mannheim) . 

Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, 
in denen zuvor eine Bande von 149 bp bzw. 151 bp auf dem Agaro- 
segel sichtbar war. Somit wurde mitteis PCR und Hybridisierung 
die Anwesenheit samtlicher 103 getesteten I. monocytogenes - 
Stamme nachgewiesen. Hingegen wurde keiner der getesteten nicht 
zu dieser Spezies gehorenden Bakteriens tamme mit diesem System 
erf aiit . 

Tabelle 1: Resultate der PCR-Amplif ikation mit den Oligonukleo- 
tiden LM 1 und LM 2 (SEQ ID NO 1 und SEQ ID NO 2) bzw. LM 3 und 
LM 2 (SEQ ID NO 3 und SEQ ID NO 2) und jeweis nachf olgender Hy- 
bridisierung mit dem Oligonukleotid LM4 (SEQ ID NO 4) 



Spezies 


Serovar 


S t amm — h> e — 
zeichnung 


LM1/LM2 


LM2/LM3 


Listeria welshimeri 




SLCC 767 






Listeria welshimeri 




SLCC 768 






Listeria welshimeri 




SLCC 5877 






Listeria welshimeri 




SLCC 5828 






Listeria welshimeri 




SLCC 6199 






Listeria welshimeri 




DSM 20650 






Listeria seelicferi 




SLCC 5921 






Listeria seelicferi 




SLCC 7303 






Listeria seelicreri 




SLCC 7309 






Listeria seelicreri 




SLCC 7329 






Listeria seelicreri 




SLCC 3954 






Listeria seelicreri 




DSM 20751 






Listeria innocua 




SLCC 5326 






Listeria innocua 




SLCC 7160 






Listeria innocua 




SLCC 7161 






Listeria innocua 




SLCC 7167 






Listeria innocua 




SLCC 7168 






Listeria innocua 




DSM 20649 






Listeria innocua 




SLCC 3408 






Listeria innocua 




NCTC 10528 






Listeria innocua 




SLCC 7139 
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Listeria innocua 




NCTC 10528 






Listeria innocua 




SLCC 7139 


— 


mm - 


Listeria arayi 




DSM 20601 






Listeria arayi 




DSM 20596 







Listeria arayi 




BC 7308 






Listeria ivanovii 




DSM 20750 






Listeria ivanovii 




SLCC 2028 






Listeria ivanovii 




SLCC 2098 






Listeria ivanovii 




SLCC 2102 






Listeria ivanovii 


! SLCC 2379 




1 


Listeria ivanovii 


| SLCC 4121 






Listeria ivanovii 


! SLCC 4706 






Listeria ivanovii 




SLCC 4770 






Listeria ivanovii 




SLCC 5378 






Listeria ivanovii 




ATCC 19119 






L. monocvtoaenes 




ATCC 19111 


+ + 


L. monocvtoaenes 


! ATCC 19112 + ! + 


L. monocvtoaenes 


ATCC 19113 


+ i n.d. 


L, monocvtoaenes 




ATCC 19114 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 




ATCC 19115 


i 


n.d. 


L. monocytoaenes 




ATCC 19116 




n.d. 


L. monocvtoaenes 




ATCC 19117 


+ 


+ 


L. monocvtoaenes 




ATCC 19118 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 




SLCC 53 


+ 


+ 


L. monocytoaenes 




SLCC 2479 




+ 


L. monocvtoaenes 




SLCC 2482 




n.d. 


L. monocvtoaenes 




SLCC 5835 




+ 


L. monocvtoaenes. 


1 / 2 a 


SLCC 4955 


+ 


+ 


L . monocytogenes 


1 / 2 a 


SLCC 6204 




n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 1 SLCC 7149 






L . monocvtoaenes 


1 / 2 a | SLCC 7150 | 


+ j - 


I. monocvtoaenes 


1 / 2 a i SLCC 7153 


-f- i + 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7165 


+ ! 


n . d . 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7195 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7196 


+ 


n.d. 


L, monocytoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7197 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7198 




n. d 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7973 




n.d. 


L. monocytoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7053 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 a 


SLCC 7054 


+ 


n.d. 


L. monocytogenes 


1 / 2 a 


SLCC 7055 


i 


n.d. 


L. /nonocvtoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 6031 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7163 


+ 


* 


L, monocytoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7151 






L. monocytoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7152 


+ 


n.d. 


I. monocvtoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7354 


+ 


+ 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7367 


+ 


n.d. 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 b 


SLCC 7059 




n. d 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 c 


SLCC 4 950 


+ 


+ 


L. monocvtoaenes 


1 / 2 c 


SLCC 6793 


+ 




L . monocytoaenes 


1 / 2 c 


SLCC 7154 


+ 


+ 
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T mi m W ^yw an J 1 1 • 


1 / 2 c SLCC 7290 


+ 


n . a. 


Xj * monoc ytoqenes 


1 / 2 c 


SLCC 7352 


+ 


n.d. 


x> . monocycoqenes 


1 / 2 c 


SLCC 7355 


+ 


n.d 


T* y**l ft^ yrt* /M. * • 4* yn* /v fen M 

X». monOC yZOQeuOS 


J a 


SLCC 4 94 9 


r 

+ 


■ 

+ 




3 a 


SLCC 7135 


1 

+ 


n.d. 


x^ . monocytogenes 


j a 


SLCC 7 179 


f 


_i 

n * a . 


x» . ixionocyTzoqenes 


J D 


SLCC 2540 


1 

T 


n . a . 


T rrt y*"* »/+< /"\ /T^i *"4 j*> 

X/ . /iionocy coye/ics 


i D 


SLCC 7140 


.1. 
*T* 


n . a . 


/ Tn t*1 y*\ V - * -p r >-> y^r y-^ *^ y*-\ n 

x* . inonocvLO^efieo 


J b 


SLCC 7381 


i 


n . a 


Li . monocy uoaenes 


3 c 


SLCC 24 71 


-r 


.1 

T 


JL; . monocytoaenes 


4 a 


*r- y— ^ y— i f*** /*V y^* y*>, 

SLCC 5069 




i 

+ 


l . monocytoaenes 


4 a 


SLCC 5070 


I 

+ 


n.d. 


L . monocytoaenes 


4 a / b 


y^^ y— u y*^i ^\ 

SLCC 7083 


j 

+ 


n.d. 


L. monocytoaenes 


4 a / b 


SLCC 7065 


i 

4- 


n.d. 


L . inonocy tioqenGS 


4 a / b 


SLCC 7069 




+ 


L. Tnonocvtoae-nes 


4 b 


SLCC 4013 


+ 


+ 


L . monocvtoaen&s 


4 b 


SLCC 7194 




+ 




4 b 


SLCC 7 356 


+ 




L. /nonocvtoaenes 


4 b 


SLCC 7370 




+ 




4 b 


SLCC 7372 


+ 


+ 


L* monocvtoa&n&s 


A 1 

4 b 


SLCC 7 37 3 




n. d. 


L . .nionocvtOQ'eiies 


4 b 


SLCC 1314 


+ 


n.d. 


S nfe tov'k w v >#^« ^*^. w% j^ > h. 

Li , itionocyzoQenBS 


4 b 


SLCC 788 




n.d. 


1 V% Jlll^ M # X*** 

ij. inonocycoc/encs 


4 b 


y^ y»** y-*^ • — » y^ j#" 

SLCC 7056 




n.d. 




4 b 


SLCC 7057 




n.d. 


Xr . iuonocyuOQenGS 


4 D 


SLCC 7 0 58 


+ 


n.d. 




4 D 


SLCC 7060 


+ | n.d. 




4 D 


SLCC 7061 


+ n.d. 




4 b 


SLCC 7062 


+ 1 n.d. 


x# . iuorioc\/ zoQ&nss 


4 b 


SLCC 7 0 63 


+ 1 n.d. 


J • y-i jp*v y - ^ * t y - \ y^r y^v r*\ y—-i 


4 b 


SLC^ 7064 


+ 


n.d. 


j y y\ r w a >v y^ y^v 

X/ . iTJOJflOC VtOGSnGS 


4 b 


SLCC 7066 


•4- 


n.d. 


x» . jnonoc vtocrenes 


4 b 


y-» * /A. jHh* ' — V /-> yT" 

SLCC 7067 




n.d. 


X/. inoiiocvtoq^enes 


yl 1 

4 b 


SLCC 7068 




n.d. 




4 b 


SLCC 7069 


+ 


n.d. 


L. /nonocytoorenes 


4 b 


SLCC 7070 




n.d. 


L. /nonocvtocyenes 


4 b 


SLCC 7071 


+ 


n.d. 


L . inonocvtogenes 


4 b 


SLCC 7072 


+ 


n.d. 


L . monoc ytocre/ies 


A K 
H D 


bLCC /U73 


+ 


n.d. 


IT »n y""\ |« y-^ y— • * 7 4" y% /T/*\ T*l • 

Xt . luonocyjzoQQTiGS 


4 b 


SLCC 7074 


+ 


n.d. 


L. monocytoaenes 


4 b 


SLCC 7075 




n.d. 


L . monocvtoaenes 


4 b 


SLCC 7076 


+ 


n. d. 


L. /noiiocvtoqrenes 


4 b 


SLCC 7077 


+ 


n.d. 


L. monoc ytocrenes 


4. b 


SLCC 7078 . 


+ 


n.d. 


L. monocytocrenes 


4 b 
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If GB 0301 






Salinonelia spec. 
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n. d. 


Sal/nonella tvpiii/nuriujn 




BC 2157 




n . d. 


Serra tla marcescens 




BC 677 






Shiqella flexneri 




DSM 4782 




n.d. 


Staphylococcus aureus 




ATCC 6538 






Streptococcus faecal is 




DSM 20380 




n . d. 


Strept. faecalls 




DSM 20478 




n.d. 


Strept . diacetylactls 




BC 2149 






Strept . thermophilus 




DSM 20259 




n.d. 


Yers in la ent erocol itica 




DSM 4780 




n.d. 
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SLCC: H.P.R. Seeliger Listeria Culture Collection, WUrzburg 
ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, USA 
DSM: Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig 
n.cL: nicht durchgef tihrt 

Beispiel 2: Online-Detektion von Bakterien der Spezies L. mo- 
nocytogenes mit der Polymerase-Kettenreaktion. 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 2 aufgeflihrten Stamme und Iso- 
late wurde DNA mittels Standardverf ahren isoliert. Je ca* 100 fg 
bis 100 ng dieser DNA-Praparationen wurden dann in Gegenwart von 
je 0,4 jiM Oligonukleotid LM 1 und LM 2, je 0,2 pM LMF 1 (Markie- 
rung: 3 1 -Fluorescein) , LMF 2 (Markierung: 3 1 -Fluorescein) und 
LMR 1 (Markierung: 5'~LC Red640 (Roche Diagnostics), 3*-Phos- 
phat), 200 jjM dNTP's (Roche Diagnostics) 4 mM MgCl 2 , 3 pg/ul BSA 
(Roche Diagnostics), 16 mM (NH 4 ) 2 S0 4 , 67 mM Tris/HCl (pH .8/8), 
0,01% Tween 20 und 0,04 U/pl Taq DNA Polymerase (HTB) in die PCR 
eingesetzt. Die PCR wurde in einem LightCycler der Firma Roche 
Diagnostics GmbH mit dem nachfolgend aufgeftihrten Thermoprofil 
durchgef uhrt : 

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 

42 Zyklen 97 °C 0 sec 

59 °C 40 sec 

Wahrend der PCR-Reaktion wurden Fluoreszenz-Signale (Detektions- 
Wellenlange 640 nm) nur in den Fallen beobachtet, in denen DNA 
von St&mmen der Spezies JD. monocytogenes anwesend war. 

Tabelle 2: Resultate der PCR-Amplif ikation mit den Oligonukleo- 
tiden LM 1 und LM 2 (Seq ID NO 1 und SEQ ID NO 2) und jeweils 
wahrend der Amplif ikationsreaktion erfolgenden Hybridisierung 
mit den Oligonukleotiden LMF 1, LMF 2 und LMR 1 (SEQ ID NO 5, 
SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7) 
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Bacillus staeroth 



Staphylococcus aureus 



Bscherl chia coll (VTEC) 



CI os t rl di um pert ringens 



Leuconostoc mesent* 
Li s t er 1 a welshimer i 
Listeria welshiraeri 



Listeria areishijaeri 



Listeria seeiiqreri 



M^grua^seeiiggri 



Listeria innocua 



Listeria innocua 



Listeria innocu a 
Listeria crravi 



Listeria ivanovii 



Listeria ivanovli 



Listeria ivanoxrii 
L. monocytogenes 



L . monocytogenes 



L ♦ monocytogenes 



L. aronocytoiyenej 



L> monocytogenes 
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3 IrnntrnHb^— 
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DSM 20601 



SLCC 2028 



SLCC 2098 



1 / 2 a 



1 / 2 a 



1 
1 
1 



/ 2 



/2a 
/2a 



1 / 2 b 



S LCC 
SLCC 



2102 
4955 



SLCC 6204 



SLCC 7149 
SLCC 7150 
SLCC 7153 



1 / 2 b 



SLCC 7151 



SLCC 7152 



LM1/IM2 
LOT1/XMF2/LMWL 



+ 



L» monocytogenes 



L» monocytogenes 
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L » monocytogenes 



L . monocytogenes 
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1 
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1 / 2 b 
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1/2 
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/2c 
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1 / 2 c 
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1 / 2 c 
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L« monocytogenes 
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3 a 
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3 a 
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3 b 
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± 
+ 
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3 b 



SLCC 7381 



L » monocyt ogen es 



3 c 



SLCC 2471 



L . monocytogenes 



4 a 



SLCC 5069 



L* monocytogenes 



L . monocytogenes 



L . monocytogenes 



4 a 



SLCC 5070 



4 a / b 



SLCC 7083 



4a/ b 



SLCC 7065 



L ♦ monocytogenes 



4 a / b 



SLCC 7069 



L. monocytogenes 



L. monocytogene* 
L. monocytogenes 



L. monocytogenes 



L« monocytogenes 



4 b 



SLCC 4013 



4 b 



SLCC 7194 



4 b 



SLCC 7356 



4 b 



SLCC 7370 



4 b 



SLCC 7 372 



+ 



+ 
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IfGB: Institut fur Garungsc „.werbe Berlin 

BC: BioteCon Stammsammlung 

SLCC: H.P.R. Seeliger Listeria Culture Collection, Wurzburg 

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, USA 

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH, Braunschweig 
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Patentanspruche 



1. Nukleinsauremolektil , ciadurch grek6unze±chnet t daft es beziiglich 
mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner 
Nuklec _idkette 

(i) mit 1-0 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
Nukleinsauremolekule gemafr a) , b) , c) , d) , e) , f ) , g) oder h) 
identisch ist: 

a) der SEQ ID NO 1 5* -GAA AAA GCA TTT GAA GCC AT-3 * oder 

b) der SEQ ID NO 2 5 * -GCA ACT TCC GGC TCA GC-3 * oder 

c) der SEQ ID NO 3 5^-TCG AAA AAG CAT TTG AAG CC-3" oder 

d) der SEQ ID NO 4 5 v -GGT CAG AGT GAA GCT CAT GT-3 ' oder 

e) der SEQ ID NO 5 5 S -CTI TTC ACA TGA GCT TCA CTC TGA 

CCR A-3"oder 

f) der SEQ ID NO 6 5 % -CTT TTT CTT TCA CTG GGT TTC CGA 
CAT-3 v oder 

g) der SEQ ID NO 7 5 " -GAT GAT TTC TTT TTC TTT CAC TGG ATT 
TCC AAT AT-3 * oder 

h) der zu a) ,b) , c) , d) , e) , f ) und g) jeweils komplementaren 
Sequenz; oder 

(ii) mit 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
Nukleinsauremolekiile gemaft (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) , (g) 
oder (h) ubereinstimmt oder 

(iii) mit 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden der 
Nukleinsauremolekule gem&ft (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) / (g) 
oder (h) ubereinstimmt oder 
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(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nukleinsauremolekul gemafc 
(a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) , (g) oder (h) homolog ist. 

2, Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, gGkennzelchnet durch 
eine fur Sonden oder Primer ubliche Lange, insbesondere fur eine 
PCR-Reaktion, insbesondere einer Lange von 10 bis 250 und 
vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotiden. 

3 . Nukleinsauremolekul 



a) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


1 


5^ 


-GAA 


AAA 


GCA 


TTT 


GAA 


GCC 


AT-3 " oder 


b) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


2 


5^ 


-GCA 


ACT 


TCC 


GGC 


TCA 


GC- 


3^ oder 


c) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


3 


5' 


-TCG 


AAA 


AAG 


CAT 


TTG 


AAG 


CC-3* oder 


d) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


4 


5* 


-GGT 


CAG 


AGT 


GAA 


GCT 


CAT 


GT-3 1 oder 


e) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


5 


5* 


-CTI 


TTC 


ACA 


TGA 


GCT 


TCA 


CTC TGA 




CCP 


> A-3 


* oder 




















f ) 


der 


SEQ 


ID 


NO 


6 


5" 


-CTT 


TTT 


CTT 


TCA 


CTG 


GGT 


TTC CGA 




CAT- 


3 * oder 






















g) 


der 


SLQ 


ID 


NO 


7 


5" 


-GAT 


GAT 


TTC 


TTT 


TTC 


TTT 


CAC TGG AT' 



TCC AAT AT-3 * oder 
h) der zu a) , b) , c) , d) , e) , f ) und g) jeweils komplementaren 



Sequenz . 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennze±chnet f daft es einzelstrangig oder 
doppelstr&ngig vorliegt . 

5, Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch g-ekennzexclmet, daft es 

(i) als DNA-Sequenz oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA-Sequenz oder 
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(iii) als PNA-Sequenz vorliegt, 

wobei das Nukleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweisverf ahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplif izierung, an sich bekannten Weise 
modif iziert ist . 

6, Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch g-eJcennzexchnefc, daft bis zu 2 0 % von mindestens 10 

auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette, 
insbesondere 1 oder 2 N Ti,, ^leotide, durch fur Sonden und/oder 
Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, 
insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien nicht natiirlich 
vor kommen . 

7, Nukleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekexxnz&±chnet , daft das Nukleinsauremolekul dadurch oder 
zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daft es eine 
oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 

f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, 
insbesondere eine enzymatische Reaktion, insbesondere mit Hilfe 
von Antikorpern, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit 
Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen, und/oder anderweitig 
modif izierende oder modifizierte Gruppen nukleinsaureahnlichen 
Aufbaus aufweist. 

8, Kit flir analytische Nachweisverf ahren, insbesondere zum 
Nachweis von Bakterien der Spezies Listeria monocytogenes, 
g-ekGnnzelchnet durch ein oder mehrere Nukleinsauremolekule gemaft 
einem der vorhergehenden Anspriiche. 
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9. Verwendung eines oder mehrerer Nukleinsauremolekule gemaft 
einem der Anspruche 1 bis 7 oder eines Kits gemaft Anspruch 8 zum 
Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien der Spezies 
Listeria monocytogenes. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchxiBt, daft man 
eine Nukleinsaurehybridisierung und/oder eine 
Nukleinsaureamplif ikation durchfuhrt . 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch g-&kexxnze±chxiet , daft man 
eine Polymerase-Kettenreaktion fur die Nukleinsaureamplif ikation 
durchfuhrt . 

12. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch geJcexmarexchnet, daft man 
die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden 
Bakterien anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder 
RNA an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines der 
Nukleinsauremolekule gemaft Anspruch 3 unterscheidet . 
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